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8. Avant propos 
La régulation de l’expression des gènes dans les cellules eucaryotes est le résultat d’une 
série de mécanismes complexes qui sont initiés par la transcription de l’ADN en ARN 
messagers (ARNm) dans le noyau et achevés par la traduction de l’ARNm en protéines dans le 
cytoplasme. Cette régulation est accompagnée par de nombreux points de contrôle tant au 
niveau de la synthèse, de la maturation, du transport nucléo-cytoplasmique des ARNm qu’au 
niveau de l’efficacité de la traduction et de la dégradation des ARNm. La bonne réalisation de 
toutes ces étapes est d’une grande importance puisqu’elles sont nécessaires à la production 
d’un ARNm mature capable d’être traduit dans le cytoplasme en une protéine fonctionnelle. Le 
complexe multiprotéique CCR4-NOT s’avère jouer un rôle « pivot » dans la régulation de 
l’expression des gènes via son intégration dans différentes voies allant de la synthèse des 
ARNm jusqu’à leur dégradation. Nous nous sommes particulièrement intéressés à l’une de ses 
sous-unités catalytiques, la protéine hCAF1, et à son implication dans la régulation de 
l’expression des gènes en identifiant les cibles qu’elle était capable de réguler. 
Pour une meilleure compréhension de ces travaux, nous avons réalisé dans un premier 
chapitre une synthèse bibliographique constituée de trois grandes parties. Tout d’abord, nous 
rappellerons brièvement les étapes conduisant à l’expression d’un gène eucaryote, de la 
synthèse et maturation des ARNm dans le noyau, jusqu’à leur traduction et dégradation dans 
le cytoplasme. Dans la seconde partie, nous exposerons les différentes données concernant 
l’existence d’un couplage entre les processus de transcription et de dégradation des ARNm. 
Dans une troisième partie, nous nous focaliserons sur le complexe CCR4-NOT en décrivant 
sa structure et ses fonctions, de la levure jusqu’aux métazoaires. Dans un deuxième chapitre, 
nous exposerons et discuterons des résultats que nous avons obtenus portant d’une part sur la 
fonction de hCAF1 et de CCR4-NOT dans le contrôle de la voie IFN/STAT1 et ayant aboutit 
à la publication d’un article dans The EMBO Journal. D’autre part, nous présenterons un 
second article, actuellement en cours de finalisation, et traitant de l’épissage alternatif du gène 
humain hCaf1 qui génère deux isoformes présentant des divergences fonctionnelles. Enfin, 
après avoir énoncé les perspectives de ce travail, nous soulignerons en conclusion les 
éléments novateurs que nos recherches ont apportés concernant l’implication de CCR4-NOT 
dans le contrôle de l’expression des gènes eucaryotes. 
9. Chapitre 1 : Rappels bibliographiques 
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I. Aspects généraux de l’expression des gènes eucaryotes 
A. Synthèse et maturation des ARNm 
1) Structure de la chromatine et synthèse de l’ARNm 
La synthèse d’un ARNm fait intervenir différentes régions d’ADN génomique modulant 
l’initiation de la transcription : les promoteurs (contenant notamment la boîte TATA), les 
séquences activatrices ou « enhancers » et les séquences inhibitrices ou « silencers ». Les 
« enhancers » et « silencers » sont localisées à des distances variables, en amont, en aval ou à 
l’intérieur du gène lui-même. Ces éléments cis-régulateurs permettent le contrôle de 
l’expression d’un gène via le recrutement de régulateurs transcriptionnels, des protéines qui 
vont interagir avec le promoteur et permettre ou non l’accessibilité de l’ADN à l’ARN 
polymérase II (ARN pol II) (Li et al., 1997).  
Dans son état naturel, l’ADN est compacté autour d’une structure de base: le 
nucléosome. 146pb d’ADN sont enveloppées autour d’un octamère d’histones (H2B, H2A, 
H3, H4) et représente l’unité de base de la chromatine. L'état de condensation de cette 
structure chromatinienne au niveau des promoteurs des gènes conditionne leur état 
transcriptionnel (Kornberg, 2007, 1977). La régulation de l’expression des gènes fait 
généralement intervenir des activateurs et des répresseurs qui sont capables d’une part de 
recruter des complexes de remodelage de la chromatine tels que SWI/SNF et p300/CBP qui 
induisent des changements conformationnels au niveau du nucléosome (Bassett et al., 2009; 
Beato and Eisfeld, 1997; Ito et al., 1997; Varga-Weisz and Becker, 1995). Une étape 
importante dans la compréhension de l’influence de la chromatine sur la régulation génique a 
été la découverte de la méthylation de l’ADN et des modifications post-traductionnelles des 
histones. Ces modifications dites « épigénétiques » régulent l’ouverture et la fermeture de la 
double hélice d’ADN via des changements de charges électrostatiques au niveau du 
nucléosome, contrôlant l’accessibilité des séquences cis-régulatrices aux facteurs de 
transcription. Ces modifications chimiques altèrent la surface du nucléosome et agissent 
également en modulant le recrutement et la fixation de complexes régulateurs de la 
transcription (Bannister and Kouzarides, 2011; Berger, 2007).  
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Les modifications d’histones ont lieu au niveau de leur extrémité N-terminale qui pointe à 
l'extérieur de la particule nucléosomale. Elles incluent l’acétylation, la phosphorylation, la 
méthylation, la sumoylation ou encore l’ubiquitination et ont des rôles différents selon le 
résidu et l’histone ciblée (Tableau 1). Les interprétations précoces de ce phénomène 
impliquaient l’existence de modifications activatrices et répressives vis-à-vis de la régulation 
génique. Ce modèle des modifications d’histones agissant comme un code (le « code 
histones ») a été proposé par Strahl et Allis en 2000 dans la revue Nature. (Jenuwein and 
Allis, 2001; Strahl and Allis, 2000). L’acétylation des histones est l’une des modifications les 
mieux connues. Elle favorise la transcription en diminuant les forces d’interaction entre 
l’ADN et les histones, et en créant des sites de fixation pour des complexes activateurs de la 
transcription possédant des bromodomaines liant les lysines acétylées. L'état d'acétylation 
résulte d'un équilibre entre deux activités enzymatiques antagonistes : l'activité histone-
acétyltransférase HAT et l'activité histone-désacétylase HDAC (Figure 1) (Kuo and Allis, 
1998). La méthylation peut s’effectuer sur les résidus lysine ou arginine et selon les résidus 
méthylés ou le nombre de méthyl ajouté, elle est associée à une activation ou une répression 
de la transcription.  
Figure 1: Modèle de régulation de la transcription par le remodelage de la chromatine. A) La 
transcription est réprimée par la fixation d’un répresseur (REP) sur une séquence répressive en amont du site 
de départ de la transcription (URS : Upstream Repressive Site). Le répresseur maintient la chromatine 
condensée via le recrutement des HDAC et HMT qui conduit à la déacétylation d’H3/H4 et la méthylation 
d’H3K9. B) L’activation transcriptionnelle repose sur la fixation d’un activateur (ACT) sur une séquence 
activatrice en amont (UAS), qui recrute des HAT et HMT conduisant à l’acétylation et à la méthylation des 
histones. HAT : Histones AcétylTransférases, HDAC : Histones DéACétylases, HMT : Histones 
MéthylTransférases.  
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De nombreux travaux ont révélé par la suite que la régulation de la transcription implique des 
combinaisons complexes de modifications d’histones. Bien plus qu’un simple code, les 
modifications épigénétiques semblent davantage composer un langage chromatinien 
sophistiqué et nuancé dans lequel différentes combinaisons aboutissent à des effets 
transcriptionnels dynamiques (Berger, 2007).  
2) Initiation de la transcription 
Après ouverture de la chromatine, la synthèse des ARNm requiert l’assemblage de facteurs de 
transcription généraux (TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH) en un complexe de pré-
initiation (PIC) qui assure le chargement de l’ARN pol II au niveau du site de départ de la 
transcription. Cette machinerie transcriptionnelle de base s’assemble en un complexe 
d’environ deux megaDaltons sur le promoteur du gène cible. Ce complexe de pré-initiation 
est directement associé à la sélection du site de départ de la transcription, à l’ouverture de la 
Tableau 1| Les modifications de la chromatine   
Modification Cible Rôle transcriptionnel 
Méthylation de l'ADN     
      
Cytosine méthylée îlots CpG  Répression 
Modifications post-traductionnelles des histones   
      
Lysine acétylée  H3 (9, 14, 18, 56), H4 (5, 8,13 16) Activation 
  H2A, H2B   
      
Sérine/Thréonine phosphorylée H3 (3, 10, 28), H2A, H2B Activation 
      
Arginine méthylée H3 (17, 23), H4 (3) Activation 
      
Lysine méthylée H3 (4, 36, 79) Activation 
  H3 (9, 27), H4 (20)  Répression 
      
Lysine ubiquitylée H2B (123Levure, 120Mammifères) Activation 
  H2A (119Mammifères) Répression 
      
Lysine sumoylée H2B (6/7), H2A (126) Répression 
    
Proline isomérisée H3 (30-38) Activation/répression 
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double hélice d’ADN, et à la dissociation de l’ARN pol II du promoteur (Grünberg et al., 
2012; He et al., 2013; Kornberg, 2007; Matsui et al., 1980). 
Plusieurs reconstitutions in vitro de cette étape ont permis de construire un modèle 
d’assemblage séquentiel du PIC (figure 2A). TFIID est le premier facteur spécifiquement 
recruté sur le promoteur. Il inclut la « TATA-binding protein » (TBP), une protéine nécessaire 
et suffisante pour la transcription basale des promoteurs contenant une boîte TATA. TFIIA et 
TFIIB sont ensuite recrutés pour stabiliser l’interaction entre TBP et le promoteur. La Pol II, 
probablement déjà associée à TFIIF, est ensuite ajoutée à ce complexe. Finalement, TFIIE et 
TFIIH, requis pour l’ouverture de la double hélice, sont recrutés pour former un PIC 
transcriptionnellement compétent (He et al., 2013; Thomas and Chiang, 2006; Tyree et al., 
1993). L’assemblage du PIC sur le promoteur est une étape suffisante pour l’activation basale 
de la transcription. Dans le cas d’une initiation de la transcription dépendante d’activateurs 
spécifiques, des co-facteurs généraux tels que les complexes SAGA et médiateur sont recrutés 
sur le promoteur pour augmenter l’efficacité d’assemblage du PIC (figure 2B) (Bhaumik, 
2011; Chang and Jaehning, 1997). 
Figure 2 : Représentation schématique de l’assemblage séquentiel du complexe de pré-initiation 
(PIC) de la transcription chez les eucaryotes. A) Séquences de recrutement des facteurs de transcription 
généraux. B) Régulation de l’assemblage du complexe de pré-initiation. Des modifications épigénétiques, 
des séquences activatrices en amont (UAS) et des activateurs transcriptionnels (ACT) régulent 
l’assemblage du PIC en recrutant des complexes tels que SAGA et le médiateur, qui vont faciliter le 
recrutement de TBP sur le promoteur. 
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3) Elongation de la transcription  
Une fois ce complexe établi, l’initiation de la transcription commence avec l’addition des 
nucléosides triphosphates (NTP) initiateurs dictés par la séquence d’ADN et la formation du 
premier pont phosphodiester. Le PIC est alors partiellement désassemblé et une partie des 
facteurs de transcription généraux reste sur le promoteur servant de support pour la formation 
d’un prochain PIC (Yudkovsky et al., 2000; Zawel et al., 1995). Le domaine C-terminal 
(CTD) de l’ARN pol II contient des répétitions multiples de l’heptapeptide YSPTSPS. 
Différentes formes de l’ARN Pol II sont décrites en fonction des degrés de phosphorylation 
du CTD : la forme IIA hypophosphorylée (Pol IIA) associée au complexe de préinitiation de 
la transcription et la forme IIO hyperphosphorylée (Pol IIO) impliquée dans l’élongation de la 
transcription. Les enzymes impliquées dans les processus de phosphorylation/ 
déphosphorylation du CTD ont été décrites (Dahmus, 1996). La kinase CDK7 (sous unité de 
TFIIH) phosphoryle préférentiellement la sérine 5 pendant l’initiation de la transcription, et la 
kinase CDK9 (sous unité du facteur d’élongation P-TEFb) phosphoryle quant à elle la sérine 2 
au cours de l’élongation (Figure 3). Chacune de ces phosphorylations peuvent être éliminées 
par des phosphatases, dont Fcp1 (F-cell production 1), indispensables pour le recyclage de la 
polymérase afin d’initier un nouveau cycle de transcription (Cho et al., 1999; Ghosh et al., 
2008; Kamenski et al., 2004; Kobor and Greenblatt, 2002). Ces processus de phosphorylation 
réversibles et dynamiques régulent le cycle de transcription et coordonnent le recrutement de 
facteurs d’élongation via le domaine CTD. On distingue les facteurs d’élongation 
« classiques » qui régulent l’activité et la processivité de l’ARN Pol II, et les facteurs qui 
facilitent l’élongation du transcrit sur la matrice chomatinienne via le remodelage des 
nucléosomes et la modification des histones. La régulation de l’élongation présente un rôle 
central dans la coordination d’évènements qui vont résulter en la production efficace d’un 
ARNm et son export vers le cytoplasme (Hirose and Ohkuma, 2007a; Martinez-Rucobo and 
Cramer, 2013; Sims et al., 2004).  
L’étape finale du cycle d’élongation est la terminaison. Elle intervient lorsque la polymérase 
franchit un site de polyadénylation. Deux complexes protéiques, CPSF (Cleavage and 
Polyadenylation Specificity factor) et CStF (Cleavage Stimulation Factor) reconnaissent les 
signaux de polyadénylation et de coupure de l'ARN. Ils clivent l'ARN, induisent le 
détachement de la polymérase de l'ADN et recrutent la poly-A polymérase qui va ajouter la 
queue poly-A.  
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4) Maturation de l’ARNm 
Au cours de sa synthèse, l’ARN est dit pré-messager, c’est-à-dire qu’il n'est pas encore 
mature pour la synthèse des protéines et va subir plusieurs modifications avant de sortir du 
noyau. L’étape de maturation se déroule de manière co-transcriptionnelle et implique 
l’addition de la coiffe à l’extrémité 5’, l’excision des séquences introniques par les facteurs 
d’épissage et l’addition de la queue poly(A) en 3’. L’ARN pol II est un composant intégral de 
la coordination de ces processus, son CTD agissant comme une plateforme pour recruter les 
facteurs essentiels à la maturation (Hirose and Manley, 1998). 
(a) Synthèse de la coiffe 
La maturation débute par l’ajout de la coiffe, m7GpppN-, à l’extrémité 5’ de l’ARN 
néosynthétisé. La coiffe est constituée d’un résidu guanosine méthylé en position N7 relié au 
premier nucléotide de l’ARN par une liaison 5’-5’ triphosphate (figure 4A). Il s’agit d’une 
structure fondamentale chez les eucaryotes qui protège l’ARN de la dégradation, favorise les 
étapes de maturation, d’export et de traduction (Furuichi and Shatkin, 1989; Shatkin, 1976). 
La mise en place de la coiffe (le « capping ») est réalisée par l’activité séquentielle d’une 
ARN 5’-triphosphatase (RTase), d’une guanylyltransferase (GTase), et d’une 
methyltransferase (MTase) (Ghosh and Lima, 2010; Shuman, 2001). Le premier nucléotide de 
Figure 3: Phosphorylation cyclique et séquentielle du domaine CTD de la polymérase II au cours de 
la transcription. Deux formes d’ARN pol II sont décrites en fonction du degré de phosphorylation de son 
domaine C-terminal (CTD) sur les Ser5 et Ser2. Pol IIA correspond à la forme hypophosphorylée associée 
au complexe de pré-initiation, et Pol IIO est la forme hyperphosphorylée impliquée dans l’élongation. La 
kinase CDK7 (sous unité de TFIIH) phosphoryle préférentiellement la sérine 5 pendant l’initiation, et la 
kinase CDK9 (sous unité du facteur d’élongation P-TEFb) phosphoryle quant à elle la sérine 2 au cours de 
l’élongation. Chacune de ces phosphorylations peuvent être éliminées par des phosphatases  
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l’ARN naissant est converti en un diphosphate par la 5’-triphosphatase, puis est modifié par la 
guanylyltransferase qui lui ajoute un groupement GMP. Enfin, la méthyltransferase finalise la 
structure de la coiffe en ajoutant un groupement méthyl en position N7 du GMP (figure 4B). 
La synthèse de la coiffe est un processus de maturation qui est directement couplé à la 
transcription (McCracken et al., 1997; Proudfoot et al., 2002). La GTase et la MTase sont en 
effet recrutées par l’ARN pol II en raison de leur capacité à interagir avec son CTD 
hyperphosphorylé. Leur recrutement sur l’ARN est une étape dépendante du complexe 
d’élongation et est spécifiquement stimulé par la phosphorylation de la sérine 5 du CTD (Cho 
et al., 1997; McCracken et al., 1997). 
(b) Epissage de l’ARN 
Les transcrits nouvellement synthétisés présentent des séquences codantes (exons) qui sont 
interrompues par des séquences non codantes (introns). L’épissage est un processus général 
qui permet l’élimination des introns via la réalisation de deux réactions de trans-estérification. 
Les exons d’une séquence codante sont ainsi reliés entre eux pour donner naissance à un ARN 
messager à maturité. Ce processus est rendu possible grâce à un complexe macromoléculaire 
nommé le spliceosome (Black, 2003; Maniatis and Reed, 1987). Son assemblage requiert les 
Figure 4 : Synthèse de la coiffe. A) Structure moléculaire de la coiffe. La coiffe est composée d’un 
résidu guanosine méthylé en position N7 et lié via un pont triphosphate au nucléotide situé à l’extrémité 
5’ de l’ARN. B) Synthèse nucléaire de la coiffe. Le phosphate à l’extrémité 5’ de l’ARN pré-messager est 
hydrolysé par l’ARN triphosphatase. Puis l’ARN guanylyltransferase transforme une molécule de GTP en 
GMP pour la transférer à l’extrémité diphosphorylée de l’ARN. Il y a formation d’un pont 5’-5’ 
triphosphate. La synthèse de la coiffe se termine par la méthylation de résidu guanosine en position N7 
par l’ARN (guanine-7) méthyltransférase via l’utilisation du composé S-adénosyl-L-méthyonine (SAM) 
comme donneur de méthyl. 
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petites particules ribonucléoprotéiques nucléaires (snRNP) U1, U2, U4, U5 et U6, ainsi que 
des protéines accessoires telles qu’U2AF, SF1 et les membres de la famille « Serine/arginine-
Rich » (SR). Le spliceosome a deux fonctions : la reconnaissance des sites d’épissage et la 
catalyse des réactions permettant l’excision des introns et la ligation des exons (figure 5). 
Dans le cas de l’épissage alternatif, la sélection de différentes combinaisons d’exons à partir 
d’un même gène conduit à la formation de plusieurs profils d’ARNm spécifiques. Lors de la 
traduction, ces profils dicteront l’apparition de différents isoformes protéiques (Johnson and 
Vilardell, 2012).  
Il est à noter que le processus d’épissage s’avère intimement couplé au cycle d’élongation de 
l’ARN pol II. Le CTD est un domaine crucial pour l’assemblage d’un spliceosome actif et le 
ciblage des facteurs d’épissage sur le site de transcription. Des expériences ont ainsi démontré 
Figure 5 : L’épissage des ARN pré-messagers. A) Mécanisme général. L’épissage est régulé par des 
séquences consensus à la jonction exon/intron (site d’épissage en 5’) et à la jonction intron/exon (site 
d’épissage en 3’). Au site d’épissage en 5’, on retrouve la séquence AG|GURAGU (| : site d’épissage; R : 
purine; GU : nucléotides invariables), puis un site d’embranchement constitué d’une adénosine conservée 
: YNCUAY (Y : pyrimidine, N : aléatoire), suivi d’un élément riche en pyrimidines à une centaine de 
nucléotides en amont du site d’épissage en 3’. Le site d’épissage en 3’ de l’intron est caractérisé par le 
motif YAG|RNNN. L’excision de l’intron est réalisée par deux réactions de trans-estérification. La liaison 
3’-5’ phosphodiester de la guanosine du site en 5’ subit l’attaque nucléophile de l’adénosine du site 
d’embranchement, aboutissant à la formation d’un intron en lasso. L’extrémité 3’ de l’exon en amont de 
l’intron réalise la 2ème trans-estérification via l’attaque nucléophile de la liaison 3’-5’ phosphodiester de la 
guanosine du site d’épissage en 3’. L’intron en lasso est détaché et il y a liaison des 2 exons adjacents. B) 
L’assemblage du spliceosome. La formation d’un pré-spliceosome débute par l’appariement d’U1 sur le 
site d’épissage en 5’, par la fixation d’U2 sur le site de branchement et de l’hétérodimère U2AF sur le site 
d’épissage en 3’. Ce complexe est réorganisé via l’interaction entre U1, U2 et U2AF, favorisant le 
rapprochement des exons. L’arrivée du tri-snRNP U4/U5/U6 entraine une modification du complexe 
permettant la libération d’U1 et U4 et la formation d’un spliceosome catalytiquement actif. 
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que l’utilisation d’une ARN pol II tronquée pour son CTD conduit à la synthèse d’ARN non 
épissés (Hirose and Manley, 1998; Hirose et al., 1999). Par ailleurs, d’autres travaux utilisant 
des constructions artificielles dans lesquelles différents promoteurs de l’ARN Pol II sont 
placés en amont d’un minigène contenant un exon alternatif encadré par des exons constitutifs 
de la ? globine ont permis de mettre en évidence que l’identité du promoteur et son 
occupation par différents complexes transcriptionnels jouent un rôle fondamental dans la 
régulation de l’épissage (Cramer et al., 1997; Nogues et al., 2002). Il a également été montré 
que des régulateurs transcriptionnels ayant des effets opposés sur l’élongation de la 
polymérase influencent le choix du site d’épissage en modifiant la «processivité» de l’ARN 
Pol II (Kadener et al., 2001). Ceci suggère un modèle dans lequel les activateurs 
transcriptionnels qui réduisent la vitesse d’élongation de l’ARN Pol II augmentent l’inclusion 
des exons alternatifs, tandis que ceux qui la stimulent favorisent leur exclusion. Une étape 
importante dans la compréhension de l’épissage a été la découverte récente que la structure de 
la chromatine et les modifications épigénétiques des histones agissent comme des régulateurs 
centraux de l’épissage alternatif (Luco et al., 2011, 2010). 
(c) Polyadénylation de l’ARN 
La dernière étape de maturation des ARN pré-messagers suppose une maturation de leur 
extrémité 3’ via l’étape de polyadénylation. Ce processus consiste à ajouter des résidus 
adénosines sur l’extrémité 3’ de l’ARNm et se déroule en deux temps. L’ARN est tout 
d’abord clivé puis flanqué de 200 à 300 résidus adénosines par la PolyAdénylate Polymérase 
(PAP). Plusieurs rôles sont associés à la présence de ce segment d’adénosines. Comme la 
coiffe, la queue poly(A) participe à la stabilisation de l’ARN, à son transport vers le 
cytoplasme et à l’efficacité de la traduction (Colgan and Manley, 1997). 
Le signal de clivage/polyadénylation, présent en 3’ des messagers, est défini par plusieurs 
séquences consensus conservées chez tous les eucaryotes (Ozsolak et al., 2010). L’élément 
AAUAAA est essentiel à la polyadénylation de l’extrémité 3’ de l’ARNm. D’autres 
séquences sont nécessaires pour reconstituer un signal de polyadénylation fonctionnel tels que 
les éléments riches en GU en aval de ce site (figure 6A). L’espacement entre ces deux 
séquences permet de définir le site de clivage qui est reconnu par deux complexes 
indispensables à la polyadénylation : CPSF (Cleavage and Polyadénylation Specificity Factor) 
et CstF (Cleavage Stimulatory Factor). Ces derniers s’associent également avec deux facteurs 
essentiels pour la réaction de clivage du pré-messager, CFI (Cleavage Factor I) et CFII 
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(Cleavage Factor II), ainsi qu’avec l’enzyme de polyadénylation PAP (Proudfoot, 2011) 
(figure 5B). Comme pour le coiffage et l’épissage, l’ARN pol II est intimement couplée à la 
maturation de l’extrémité 3’ du transcrit. En effet, trois des quatre sous-unités du complexe 
CPSF sont transférées sur le domaine CTD de l’ARN pol II après l’amorçage de la 
transcription et y demeurent associées tout au long de l’élongation. Ces facteurs se 
concentrent alors localement, rendant la polyadénylation plus efficace. De même, la présence 
du CTD au sein du complexe de clivage contribue à le rendre catalytiquement plus actif 
(Adamson et al., 2005; Hirose and Manley, 1998; Hirose and Ohkuma, 2007b).  
Les ARNm peuvent être alternativement polyadénylés suite à la présence de plusieurs signaux 
de polyadénylation dans le pré-méssager, influençant ainsi leur stabilité, leur localisation ou 
encore leur transport (Lutz, 2008). En effet, on estime que la moitié des messagers subissent 
une polyadénylation alternative générant à partir d’un seul gène la production de plusieurs 
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Figure 6 : La polyadénylation de l’ARN. A) Schéma général de la séquence consensus d’un site de 
polyadénylation de mammifère. B) Assemblage du complexe de clivage/polyadénylation sur l’extrémité 
3’ de l’ARNm. Les complexes protéiques CPSF et CstF reconnaissent les séquences consensus de 
polyadénylation. Le complexe CPSF va alors recruter la polymérase PAP et les complexes de clivage CF-
I et CF-II. Suite au clivage de l’ARNm, l’enzyme de polyadénylation PAP ajoute des résidus adénosine. 
La protéine PABP2 se lie à la queue poly(A) et stimule l’extension de la queue poly(A). 
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transcrits qui peuvent différer dans la longueur de leur 3’UTR ou qui conduisent à la 
production de protéines différentes, rajoutant un degré de complexité supplémentaire à la 
régulation de l’expression des gènes (Tian et al., 2005; Wilusz and Spector, 2010).  
(d) Edition de l’ARN 
L’édition ou « editing » est un processus qui conduit à l’altération post-transcriptionnelle de la 
séquence nucléotidique de l’ARN et qui se produit en parallèle des mécanismes de maturation 
cités précédemment. L’évènement le plus fréquemment observé chez les eucaryotes est la 
substitution d’un résidu Adénosine en Inosine (édition A vers I) (Farajollahi and Maas, 2010). 
L’inosine étant interprétée comme une guanosine par les machineries d’épissage et de 
traduction, ces changements peuvent influencer l’expression d’un gène via la modification de 
séquences régulatrices telles que les sites d’épissage alternatif, ou induire des substitutions 
d’acides aminés lors de la traduction (Rueter et al., 1999; Yang et al., 1995). L’édition A vers 
I est une réaction de déamination hydrolytique catalysée par la famille des protéines ADAR 
(Adénosine Deaminases Acting on RNA), contenant un domaine catalytique en C-terminal 
ainsi que de nombreux domaines de fixation à l’ARN (figure 7). L’édition de l’ARN s’avère 
le plus souvent restreint au noyau, en particulier lors d’évènements concernant des séquences 
introniques ou influencés par la présence de structures secondaires tridimensionnelles. Les 
protéines ADAR sont principalement retrouvées dans le noyau et s’avèrent être physiquement 
associées au CTD de l’ARN pol II et au spliceosome, suggérant l’existence d’un couplage 
entre les processus de transcription/maturation et d’édition (Laurencikiene et al., 2006; 
Raitskin et al., 2001).  
Figure 7 : Mécanisme d’édition de l’adénosine en inosine. Les enzymes ADAR catalysent la 
déamination hydrolytique de l’adénosine (A), formant une inosine (I) qui sera interprétée par la 
machinerie d’épissage et de traduction comme une guanosine (G).
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B. Export et traduction 
1) Assemblage des mRNP et export 
Tout au long de sa maturation, l’ARN n’est jamais seul. Il est recouvert et compacté par des 
protéines se liant spécifiquement aux ARNm : les RBP (RNA-Binding Proteins). Cette 
association conduit à la formation d’une particule ribonucléoprotéique messagère (mRNP) et 
s’avère essentielle à l’export du transcrit vers le cytoplasme. Cet export s’effectue à travers 
une structure particulière de l’enveloppe nucléaire : le complexe du pore nucléaire (NPC), 
constitué de protéines nommées nucléoporines (Raices and D’Angelo, 2012). Ce mécanisme 
met en jeu de nombreux facteurs, conservés de la levure à l’homme, et s’associant à l’ARN de 
manière co-transcriptionnelle. L’un des premiers acteurs à se lier à l’ARN est le complexe de 
liaison à la coiffe CBC (Cap-Binding Complex) (Nojima et al., 2007). Puis des tétramères de 
hnRNPC s’associent avec les introns de l’ARN pré-messager naissant afin de le compacter à 
la manière d’un nucléosome et d’en mesurer la longueur pour réguler son futur export 
(McCloskey et al., 2012). Après épissage, une combinaison de facteurs définis comme le 
complexe de jonction d’exons (EJC : Exon Junction Complex) et les protéines SR (Serine-
Arginine Rich) est déposée au niveau du site de jonction entre les exons afin de réguler la 
compaction de la particule mRNP immature (Le Hir et al., 2000; Singh et al., 2012). Le 
complexe EJC est déposé par le spliceosome 20-24 nucléotides en amont de chaque jonction 
exon-exon et demeure sur l’ARNm comme une marque résiduelle d’épissage. Il joue un rôle 
essentiel chez les mammifères dans le processus de surveillance des ARNm aberrants (voir 
section I. C. 4). La synthèse de la coiffe et l’épissage sont des évènements essentiels au 
recrutement sur l’ARNm d’un complexe très conservé chez les eucaryotes : TREX 
(Transcription-Export). Ce complexe TREX va permettre le recrutement de facteurs d’export 
tels que l’hétérodimère Nxf1-Nxt1 (Mex67-Mtr2 chez la levure), le facteur CRM1 ou encore 
le récepteur karyophérine (Jani et al., 2012). La présence de l’un de ces facteurs est nécessaire 
à la liaison de la particule mRNP au pore nucléaire grâce à leur capacité à interagir avec les 
protéines FG-Nups, des sous-unités du NPC. Cette association initie le mouvement de la 
particule mRNP à travers le NPC via un mécanisme de diffusion facilitée (Müller-McNicoll 
and Neugebauer, 2013; Weis, 2007). Le transcrit est alors transloqué dans le cytoplasme où 
une partie des facteurs d’assemblage et d’export est retirée et réimportée dans le noyau (figure 
8). De nouvelles RBP cytoplasmiques sont alors incorporées à la place. Un évènement 
important est le remplacement du complexe de liaison à la coiffe CBC par le facteur eIF4E, 
Rappels bibliographiques 
22
une sous-unité du complexe eIF4F indispensable à la prise en charge de l’ARNm par la 
machinerie de la traduction. 
A noter que dans le cas où la maturation de l’ARNm et/ou le recrutement des facteurs 
d’export s’avère incomplète, le transcrit est reconnu par la machinerie de surveillance 
nucléaire, retenu dans le noyau et dégradé par l’exosome nucléaire (voir section I. C. 3). 
2) La traduction 
(a) Mécanismes d’initiation 
Chez les eucaryotes, le cycle de traduction est régulé principalement au niveau de son 
initiation. Elle a pour but d’assembler un ribosome compétent contenant l’ARN de transfert 
Figure 8 : Assemblage des mRNP et export. La figure illustre le modèle actuel de l’assemblage co-
transcriptionnel des particules ribonucléoprotéiques (mRNP) mammifères à différentes stades de la 
synthèse de l’ARN. Tout au long de l’élongation, des protéines de liaison aux ARN vont être recrutées 
afin de réguler la maturation et l’export du transcrit. (adapté de Müller-McNicoll and Neugebauer, 2013) 
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ARNt-Methionyl positionné sur le codon initiateur AUG de l’ARNm. Cette étape est régulée 
par un minimum de douze facteurs d’initiation eIF (eukaryotic Initiation Factor) composés de 
plus de 24 polypeptides distincts (figure 9). 
L’initiation débute avec l’assemblage du complexe ternaire, formé de l’ARNt-Methionyl, 
eIF2 et d’un groupement GTP, qui va ensuite s’associer avec la petite sous-unité ribosomale 
40S et les facteurs eIF1, 1A, 3 et 5 afin de former un complexe de pré-initiation (PIC). Ce 
dernier est alors recruté au niveau de l’extrémité 5’ de l’ARNm pour balayer la région 5’ non 
traduite (5’UTR), examinant chaque nucléotide jusqu’à la localisation du codon initiateur. 
Selon le modèle actuel du recrutement du PIC, l’ARNm doit être préalablement préparé par 
les facteurs eIF4 et la protéine liant la queue poly(A) : PABP. En effet, le complexe eIF4F, 
composé des protéines eIF4A, eIF4E et eIF4G, est recruté sur l’ARNm grâce à la capacité 
d’eIF4E à lier la coiffe (Sonenberg et al., 1978). Ceci permet l’ancrage de l’ARN hélicase 
eIF4A au niveau de la région 5’UTR de l’ARNm afin de déplier les structures secondaires des 
messagers facilitant le recrutement du PIC sur les ARNm (Aitken and Lorsch, 2012; Grifo et 
Figure 9 : Mécanisme général de l’initiation de la traduction. L’initiation commence avec la formation du 
complexe ternaire contenant eIF2-GTP et l’ARNt initiateur. Il est recruté sur la sous-unité ribosomale 40S 
avec l’aide d’eIF1, 1A, 3 et 5 pour former le complexe de pré-initiation (PIC). L’ARNm lié au complexe 
eIF4F et PABP s’associe au PIC qui balaie la région 5’ jusqu’au codon AUG. Le complexe subit alors un 
remodelage qui permet le recrutement de la sous-unité 60S, formant ainsi un ribosome fonctionnel pour la 
synthèse protéique. 
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al., 1984; Lamphear et al., 1995; Linder and Slonimski, 1989; Rozen et al., 1990; Schütz et 
al., 2008). eIF4G fonctionne comme une plateforme capable de lier eIF4E, eIF4A, eIF3 mais 
également PABP. Ainsi, la liaison simultanée de la coiffe en 5’ et de la queue en 3’ par le 
complexe eIF4A-eIF4E-eIF4G-PABP imposerait une structure circulaire sur l’ARNm en 
« boucle fermée » qui faciliterait le recrutement initial de la sous-unité 40S (Wells et al., 
1998). 
Une fois le PIC positionné sur l’AUG, le facteur eIF1 est exclu induisant la conversion du 
GTP lié à eIF2 en GDP via le facteur eIF5 qui possède des propriétés activatrices des 
GTPases. Cet évènement provoque un changement de conformation du complexe qui stabilise 
son interaction avec l’ARNm et l’ARNt-Met, et arrête le processus de balayage (Maag et al., 
2005). A cette étape, eIF2-GDP et eIF5 se dissocient et la GTPase eIF5B s’associe à eIF1A 
pour activer le recrutement de la grande sous-unité ribosomale 60S et former le complexe 
d’initiation 80S. Ce rapprochement des sous-unités ribosomales induit le départ des facteurs 
eIF5B et eIF1A et permet au ribosome d’entrée dans la phase d’élongation de la synthèse 
protéique (Aitken and Lorsch, 2012). 
En plus de cette machinerie de base, divers facteurs ont été identifiés comme régulateurs de 
l’initiation de la traduction. La protéine DHX29 est notamment capable de se fixer à la sous 
unité 40S du ribosome favorisant ainsi le balayage des ARNm long et ayant des 5’ UTR très 
structurées (Parsyan et al., 2009; Pisareva et al., 2008). De plus, des données obtenues chez la 
levure et les mammifères suggèrent que l’initiation de la traduction implique d’autres 
membres de la famille des hélicases en plus de eIF4A tels que p97, apparenté à eIF4G, ou 
encore Ded1 (DDX3 chez les mammifères). En effet, p97 peut lier eIF4A et eIF3 mais est 
dépourvu de la région lui permettant d’interagir avec eIF4E, suggérant un rôle de cette 
protéine dans la traduction des ARNm dépourvus de coiffe (Hundsdoerfer et al., 2005; 
Imataka et al., 1997). 
Bien que la plupart des ARNm utilise le processus de balayage, l’initiation de la traduction de 
certains ARNm est médiée par des IRES (Internal Ribosome Entry Sites). Les IRES 
permettent le recrutement direct du ribosome au niveau du codon de démarrage, 
indépendamment de la présence de la coiffe et du mécanisme de balayage. Ce sont des 
régions structurées de l'ARNm qui interagissent directement avec le ribosome ou avec les 
facteurs d’initiation de la traduction. Les IRES sont utilisées en particulier par les virus pour 
détourner à leur profit la machinerie cellulaire de traduction (Stoneley and Willis, 2004).  
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(b) Elongation et terminaison 
L’élongation de la traduction se déroule en trois phases successives : la reconnaissance des 
codons par les ARNt (porteur d’un acide-aminé) au niveau du ribosome (décryptage), la 
synthèse de la liaison peptidique et le déplacement du ribosome sur le codon suivant 
(translocation). Ces étapes sont facilitées par les facteurs d’élongation eEF1 et eEF2 (Nygård 
and Nilsson, 1990). L’ensemble de ce processus est répété jusqu’à ce que le ribosome 
rencontre un codon stop (UAA, UGA, UAG) et initie le processus de terminaison. Une 
réaction d’hydrolyse libère alors le polypeptide formé et le ribosome se dissocie alors en sous-
unités (Beaudet and Caskey, 1971). Les codons stops rencontrés au cours de l’élongation sont 
reconnus par un hétérodimère constitué des facteurs RF (release factor) eRF1 et eRF3 
(Zhouravleva et al., 1995). La protéine eRF1 a été découverte en premier et sa fonction est de 
transmettre le signal de la présence d’un codon stop occupant le site A du ribosome au centre 
peptidyl-transferase. De façon surprenante, les caractéristiques structurales d’eRF1 sont 
proches de celles d’un ARNt. Le domaine N-terminal qui est impliqué dans la reconnaissance 
et la liaison au codon stop correspond ainsi au bras de l’anticodon, le domaine central à la tige 
liant l’acide aminé et le domaine C-terminal à la boucle variable de l’ARNt. Concernant 
eRF3, il possède une activité GTPase qui induit la conversion du GTP en GDP à l’intérieur du 
ribosome. Ce facteur nécessite la présence d’eRF1 pour son activité GTPase et les deux 
facteurs forment un complexe stable in vivo et in vitro. L’un des derniers modèles proposés 
concernant le rôle d’eRF3 au cours de la terminaison est que l’activité GTPase d’eRF3 assiste 
le facteur eRF1 dans la reconnaissance du codon stop. L’interaction stable entre eRF1 et le 
site A stimulerait l’hydrolyse du GTP par eRF3. Un changement de conformation pourrait 
alors s’opérer et permettrait l’induction de la libération de la chaîne peptidique (Frolova et al., 
1994; Pisarev et al., 2007) (figure 10). 
Le nombre de cycles de traduction étant le reflet de la quantité de protéine produite, il varie 
fortement en fonction du type d’ARNm et de la protéine pour laquelle il code. A noter qu’une 
molécule d’ARNm peut être traduite par plusieurs ribosomes en même temps, formant ainsi 
un polysome ou polyribosome. La formation du polysome est facilitée par la circularisation de 
l’ARNm et permet un meilleur recyclage des ribosomes (Moore, 2005). L’arrêt de la 
traduction des ARNm met en jeu de nombreux mécanismes qui conduisent généralement à la 
dégradation des transcrits. 
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C. Mécanismes de dégradation des ARNm 
Le contrôle de la dégradation des ARNm est important dans la régulation de l’expression des 
gènes sachant que dans la cellule, l’état d’équilibre de l’expression des transcrits est une 
combinaison entre le taux de synthèse et de dégradation des ARNm. 
Comme décrit précédemment, l’ARNm mature dispose de deux déterminants le protégeant de 
la dégradation : la coiffe et la queue poly(A). Ainsi, l’initiation de sa dégradation doit 
impliquer soit la suppression de l’une de ces deux structures, soit un clivage interne par une 
attaque endonucléolytique. La plupart des ARNm normaux est dégradée via un mécanisme 
initié par la déadénylation, c'est-à-dire la suppression de la queue poly(A) par des enzymes 
nommées « déadénylases » (figure 11A). A l’issue de cette étape cruciale, l’ARNm pourra 
être :  
- réadénylé pour rejoindre la machinerie traductionnelle 
Figure 10 : Modèle général de l’élongation de la traduction. 1) Formation d’un complexe ternaire entre 
eEF1, un GTP et un ARNt-aminoacyl. 2) Ce complexe se lie au site A du ribosome. Après appariement 
codon/anticodon, eEF1 se dissocie lors d’une réaction hydrolysant le GTP. C’est l’étape 
d’accommodation. 3) La chaine peptidique du site P se détache et se lie sur l’acide aminé du site A, c’est 
la transpeptidation. 4) L’ARNt déacétylé passe du site P à E pendant que l’ARNt lié au peptide naissant 
est déplacé de A à P. Cette étape appelée translocation implique le facteur eEF2. 5) Le résultat de cette 
réaction est le retour à l’étape initiale avec un ARNt-peptidyl sur le site P et le site A vide.
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- décoiffé, c’est-à-dire subir une suppression de sa coiffe en 5’ : c’est l’étape de 
« decapping ». L’ARNm décoiffé est alors dégradé dans le sens 5’?3’ par 
l’exoribonucléase Xrn1 
- attaqué par un complexe nommé exosome au niveau de son extrémité 3’ déprotégée et 
dégradé dans le sens 3’?5’. 
Il est à noter chez Saccharomyces cerevisiae que de rares ARNm peuvent subir une 
dégradation dépendante du decapping mais de manière indépendante de la déadénylation 
(figure 11B). 
Chaque étape de la production d’un ARNm mature est susceptible de générer des erreurs. 
Afin de préserver la fidélité traductionnelle, l’évolution de la cellule eucaryote l’a conduite à 
développer des mécanismes de détection et de dégradation des transcrits aberrants. Les 
transcrits présentant une maturation inappropriée sont retenus et dégradés directement dans le 
noyau. En parallèle dans le cytoplasme, plusieurs voies dépendantes de la traduction ont été 
décrites : 
- la voie NMD (Non-Sens Mediated Decay) 
- la voie NSD (Non-Stop Decay) 
- la voie NGD (No-Go Decay). 
Ces mécanismes de surveillance cytoplasmique se produisent lors du tout premier cycle de 
traduction : le cycle pionnier. Il est initié par le complexe de liaison à la coiffe CBC et permet 
la détection et la dégradation des ARN présentant un codon-stop prématuré ou des structures 
secondaires susceptibles de bloquer le ribosome. C’est à l’issue du cycle pionnier qu’est 
remodelé le contenu de la particule mRNP et que se produit notamment le remplacement du 
complexe CBC par eIF4F (Gao et al., 2005; Ishigaki et al., 2001). 
1) Dégradation dépendante de la déadénylation 
(a) La déadénylation 
La déadénylation s’avère être une étape limitante de l’expression d’un gène puisque la 
stabilité de l’ARNm dépend du niveau de digestion de la queue poly(A) et ce chez plusieurs 
espèces (Decker and Parker, 1993; Grosset et al., 2000; Wreden et al., 1997). Trois complexes 
enzymatiques responsables de la déadénylation ont été identifiés chez les eucaryotes : les 
enzymes PAN2 et PAN3 (Poly(A) Nucléase), PARN (Poly(A) RiboNucléase) et les 
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déadénylases CCR4 et CAF1 appartenant au complexe CCR4-NOT. Bien que présentant des 
caractéristiques fonctionnelles spécifiques, ces complexes enzymatiques font partie de la 
famille des RNase D appartenant à la superfamille des DEDD (D-Aspartate, E-Glutamate) 
(Ren et al., 2002; Zuo and Deutscher, 2001). Leur activité déadénylase nécessite du Mg2+ et 
entraine la libération de 5’-AMP comme produit de réaction (Körner and Wahle, 1997; 
Lowell et al., 1992; Ren et al., 2004; Sachs and Deardorff, 1992; Uchida et al., 2004). 
- PAN2-PAN3
Le complexe PAN, premier complexe de déadénylation identifié chez les eucaryotes, possède 
2 sous-unités: PAN2 qui possède l’activité catalytique et PAN3 requise pour réguler l’activité 
enzymatique de PAN2 (Boeck et al., 1996). Son activité poly(A) nucléase est dépendante des 
protéines PABP associées à la queue poly(A) (Uchida et al., 2004). Chez la levure, PAN2-
PAN3 est impliqué dans le raccourcissement de la queue poly(A) jusqu’à atteindre une taille 
Figure 11 : Mécanismes généraux de dégradation des ARNm normaux. A) Dégradation dépendante 
de la déadénylation. La queue poly(A) est supprimée par l’activité des déadénylases cytoplasmiques. 
Après déadénylation, l’ARNm peut être dégradé par deux mécanismes. Dans la voie du decapping, le 
complexe LSM1-7 s’associe avec la région non traduite en 3’ de l’ARNm et induit le decapping par le 
complexe DCP1-DCP2. L’ARNm décoiffé est dégradé par l’exonucléase XRN1. De manière alternative, 
l’ARN déadénylé peut être dégradé dans le sens 3’?5’ par l’exosome et la coiffe est hydrolysée par 
l’enzyme de decapping Scavenger (DcpS). B) Dégradation indépendante de la déadénylation. Chez 
Saccharomyces cerevisiae, la machinerie de decapping peut être recrutée par des facteurs tels qu’Edc3 et 
Rps28B. L’ARN décoiffé est ensuite dégradé par XRN1. C) Dégradation après clivage 
endonucléolytique. L’initiation se fait via un clivage interne de l’ARNm, libérant deux fragments 
déprotégés qui seront dégradés par XRN1 et l’exosome. 
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standard de 60-80 nt (Brown et al., 1996). De même, chez les mammifères, l’étude de la 
dégradation de l’ARNm rapporteur de la ?-globine a montré le rôle de PAN2-PAN3 dans la 
réduction d’une queue poly(A) initiale de 200 nt à environs 80 nt. La suite du processus de 
déadénylation est réalisée par le complexe CCR4-NOT (Yamashita et al., 2005).  
- PARN
PARN, initialement connue sous le nom de DAN (DeAdenylating Nuclease) est retrouvée 
chez de nombreuses espèces eucaryotes comme Caenorhabditis elegans, Arabidopsis 
thaliana, (Chiba et al., 2004; Reverdatto et al., 2004), Xenopus laevis et chez les mammifères 
(Körner and Wahle, 1997; Körner et al., 1998) mais est toutefois absente du génome de 
Saccharomyces cerevisiae et de Drosophila melanogaster. PARN agit sous la forme d’un 
homodimère et son activité est dépendante de la coiffe (Wu et al., 2009; Yamashita et al., 
2005) mais inhibée par les PABP et les protéines qui se fixent sur la coiffe (Dehlin et al., 
2000; Gao et al., 2000). PARN a été particulièrement décrite dans le processus de 
déadénylation des ARNm maternels lors de la maturation des ovocytes de Xenopus laevis, et 
s’avère essentielle lors de l’embryogenèse chez la plante (Chiba et al., 2004; Reverdatto et al., 
2004). 
- Le complexe CCR4-NOT
Le complexe CCR4-NOT est un large complexe de 9 sous-unités minimum, possèdant 2 
déadénylases : CCR4 et CAF1 (ou POP2) (J. Chen et al., 2002a; Tucker et al., 2002a, 2001). 
Le complexe CCR4-NOT est conservé au cours de l’évolution tant au niveau de sa 
composition protéique qu’au niveau de son activité déadénylase (Bianchin et al., 2005; Liang 
et al., 2009a; Temme et al., 2004; Viswanathan et al., 2004). Chez la levure, la protéine CCR4 
semble être la principale déadénylase, alors que chez les mammifères c’est la protéine CAF1 
qui contribue majoritairement à la déadénylation globale. Chez l’homme, il existe deux 
protéines homologues de la protéine CAF1 de levure : hCAF1 (CNOT7) et hPOP2 (CNOT8) 
et deux homologues de la protéine CCR4 de levure, hCCR4a (CNOT6) et hCCR4b 
(CNOT6L) qui possèdent toutes une activité déadénylase intrinsèque. Cependant, les 
protéines hCAF1 et hPOP2 appartiennent à la famille des déadénylases à domaine DEDD 
tandis que les protéines hCCR4a et hCCR4b appartiennent par homologie de séquence à la 
famille des Endonucléase-Exonucléase-Phophatase (EEP) (Aslam et al., 2009; Mittal et al., 
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2011a). Ce complexe étant au centre de mon travail de doctorat, la section III se focalisera 
entièrement sur son implication dans le contrôle de l’expression des gènes. 
De manière générale, la déadénylation s’avère être un processus biphasique qui fait intervenir 
dans un premier temps le complexe PAN2-PAN3 qui va raccourcir la queue polyA d’environ 
100 nucléotides, puis dans un second temps le complexe CCR4-NOT qui va induire une 
dégradation rapide (Yamashita et al., 2005). Cependant, les mécanismes de transition entre les 
deux phases restent encore méconnus. 
(b) Decapping et dégradation dans le sens 5’-3’ 
Le raccourcissement en 3’ par la déadénylation entraîne alors l’activation du clivage de la 
coiffe en 5’ par le complexe enzymatique Dcp1/Dcp2 (Muhlrad et al., 1994). Deux produits 
sont ainsi générés : un ARNm doté d’une extrémité 5’ monophosphate, substrat de 
l’exonucléase 5’-3’ Xrn1, et une structure de coiffe libre constituée de 7mGDP, qui sera 
digérée par une autre enzyme de clivage de la coiffe, Dcp Scavenger (DcpS). Chez S. 
cerevisiae, la machinerie de decapping est composée d’un dimère de Dcp1 et Dcp2. Dcp2 est 
la sous-unité catalytique grâce à son domaine Nudix/MutT, caractéristique des protéines de la 
famille des pyrophophatases impliquées dans le clivage des nucléotides diphosphates 
(Bessman et al., 1996; Lykke-Andersen, 2002; Wang et al., 2002). Dcp1 serait requis pour 
stimuler l’activité de Dcp2. Il a en effet été démontré chez la levure que Dcp1 est nécessaire 
au decapping in vivo et in vitro (Beelman et al., 1996; Hatfield et al., 1996; Steiger et al., 
2003). Un decapping efficace requiert également de nombreux facteurs accessoires tels que le 
complexe heptamérique Lsm1-7 qui se lie à l’extrémité 3’ de l’ARNm déadénylé pour activer 
le decapping (Tharun and Parker, 2001; Tharun et al., 2000). C’est aussi le cas de Hedls/Ge-
1/Edc qui semble agir comme une molécule adaptatrice entre Dcp2 et Dcp1 et qui est 
indispensable à l’activité catalytique de Dcp2. Les facteurs Ge-1, Dcp1, et Dcp2 font parties 
d’un complexe protéique multimérique qui inclue également EDC3 (une protéine Lsm) et 
l’ARN hélicase RCK/p54 (Fenger-Grøn et al., 2005; Yu et al., 2005). Après decapping, 
l’ARN clivé est dégradé de façon processive par l’exonucléase Xrn1 dans le sens 5’-3’ 
(Muhlrad et al., 1994). 
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(c) L’exosome et la dégradation dans le sens 3’-5’ 
Après l’étape de déadénylation, la dégradation dans le sens 3’?5’ est réalisée par l’exosome 
cytoplasmique, un complexe constitué d’un assemblage multimérique de 6 exonucléases 3’-5’ 
(RRP41, RRP42, RRP45, RRP46, Mtr3 et OIP2) et du complexe Ski (SuperKiller) (Lykke-
Andersen et al., 2011). L’exosome est recruté sur l’ARNm qu’il va digérer de 3’ en 5’. Le 
complexe Ski se compose de plusieurs protéines dont 3 sont associées sous forme de trimère : 
Ski2, Ski3 et Ski8. Le complexe Ski est composé d’ARN hélicases qui permettent le 
déroulement de l’ARN avant sa digestion et jouerait donc un rôle clef dans la régulation de 
l’activité de l’exosome (Anderson and Parker, 1998; Brown et al., 2000). La dégradation de 
l’ARNm s’achève avec la libération de la coiffe libre ou liée à quelques nucléotides, qui sera 
alors digérée par l’enzyme de clivage de la coiffe Dcp Scavenger (DcpS) (Liu et al., 2002). 
Comme nous le verrons dans la section I. C. 4, l’exosome et le complexe Ski sont également 
impliqués dans la détection et la dégradation des ARN aberrants. 
Il faut préciser qu’il existe également un exosome nucléaire, impliqué dans les mécanismes de 
maturation des ARN non codants et la dégradation des pré-ARNm aberrants qui résultent d’un 
défaut de maturation, d’épissage ou d’export. Il permet aussi la dégradation des ARNm ayant 
des mutations dans leur séquence codante par un processus connu de dégradation des ARN 
dans le noyau (Bousquet-Antonelli et al., 2000; Das et al., 2006, 2003; Libri et al., 2002; 
Torchet et al., 2002). 
2) Dégradation indépendante de la déadénylation 
(a) Clivage endonucléolytique 
Le clivage endonucléolytique apparaît comme le mécanisme de dégradation le plus efficace, 
générant deux fragments dégradables par les exonucléases (Chernokalskaya et al., 1998; 
Gallouzi et al., 1998; Ioannidis et al., 1996; Rodgers et al., 2002). Cette dégradation est 
réalisée par des endonucléases telles que IRE1, PMR1 et la RNase MRP, qui sont spécifiques 
de certaines séquences situées à l’intérieur du transcrit. Ce mécanisme a été initialement mis 
en évidence par la présence de fragments 5’ et 3’ libres in vivo de certains transcrits comme 
celui du récepteur à la Transferrine (TfR) (Binder et al., 1994), de la vitellogénine 
(Cunningham et al., 2000), de l’IGF II (van Dijk et al., 2001) ou encore celui de la ?-globine 
du xénope (Bremer et al., 2003) suggérant un clivage interne de l’ARNm. Cette coupure 
endonucléolytique donne naissance à 2 fragments d’ARN aux extrémités 5’ et 3’ libres, 
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reconnus alors comme des ARNm non coiffés (extrémité 3’) ou non polyadénylés (extrémité 
5’), pris en charge respectivement par l’exonucléase Xrn1 et par l’exosome cytoplasmique 
entraînant la digestion rapide des produits de ce clivage. 
(b) Decapping indépendant de la déadénylation 
Bien que la plupart des ARNm soit dégradée de façon dépendante de la déadénylation, 
plusieurs exceptions ont été décrites chez la levure. Ainsi les ARNm RPS28B et EDC1
s’avèrent subir un processus de decapping et de dégradation en absence de déadénylation 
(figure 11B). La protéine Rps28B est capable de se lier directement à la région non traduite en 
3’ (3’UTR) de son propre ARNm et de recruter Edc3, une sous-unité du complexe Lsm1-7 
qui active le decapping (Badis et al., 2004). Un autre exemple concerne l’ARNm EDC1 qui 
code pour une protéine stimulatrice du decapping. Sa déadénylation est inhibée à cause d’une 
structure secondaire formée suite à l’appariement entre la queue poly(A) et une séquence 
poly(U) présente dans la région 3’UTR de l’ARNm, et sa dégradation s’avère dépendre 
uniquement du decapping (Muhlrad and Parker, 2005). Bien que n’ayant pas été décrit chez 
les mammifères, ces mécanismes démontrent l’importance du decapping dans le processus de 
dégradation. 
Par ailleurs, des travaux récents chez Schizosaccharomyces pombe ont permis d’identifier un 
nouveau mécanisme de dégradation indépendante de la déadénylation, basé sur l’uridylation 
de l’ARNm (Norbury, 2010). Ce processus implique l’enzyme Cid1, une ARN 
uridyltransferase cytoplasmique, qui catalyse l’ajout de résidus Uridine en aval de la queue 
poly(A), pour induire la dégradation de l’ARNm. L’accumulation d’ARN uridylés dans les 
souches déficientes pour Lsm1 suggère l’implication du complexe Lsm1-7 dans la détection 
des séquences poly(U) et le recrutement de la machinerie de decapping. Bien qu’absent chez 
S. cerevisiae, ce processus est également observé chez Aspergillus nidulans, et des 
homologues de Cid1 sont présents chez les métazoaires (Morozov et al., 2010; Rissland and 
Norbury, 2009). 
3) Surveillance nucléaire des ARNm aberrants 
La plupart des transcrits s’avère être dégradée dans le cytoplasme après leur traduction. 
Toutefois, les ARNm présentant des erreurs lors des processus de transcription, maturation et 
export sont dégradés dans le noyau. Ce phénomène a surtout été étudié chez la levure S. 
cerevisiae. Ainsi lors de défauts d’export, les ARN retenus dans le noyau sont éliminés par les 
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deux voies de dégradation 5’-3’ et 3’-5’, le choix du mécanisme semble dépendre de l’ARN. 
Les ARN pré-messagers non-épissés ou présentant des défauts de polyadénylation sont 
rapidement éliminés par l’exosome nucléaire (Bousquet-Antonelli et al., 2000; Das et al., 
2006, 2003; Libri et al., 2002; Torchet et al., 2002). Comme dans le cytoplasme, cette voie de 
dégradation 3’-5’ nucléaire requiert un complexe Lsm nucléaire (Lsm2-8) pour le decapping 
de l’ARN, ainsi que l’exonucléase 5’-3’ Rat1, homologue de Xrn1 (Kufel et al., 2004). 
Concernant la déadénylation des ARN aberrants dans le noyau, la machinerie enzymatique 
demeure assez mal connue. Des travaux ont montré qu’elle s’avère différente de la 
déadénylation cytoplasmique dans la mesure où elle est plus processive et impliquerait chez la 
levure le complexe CCR4-NOT (Assenholt et al., 2011a), et chez l’humain un complexe 
CCR4-NOT non conventionnel contenant des déadénylases spécifiques du noyau hCCR4d et 
hCAF1z (Wagner et al., 2007).  
Par ailleurs chez la levure, la dégradation de certains ARN nucléaires requiert le complexe 
enzymatique de polyadénylation TRAMP (Trf4/5-Air1/2-Mtr4). Paradoxalement dans ce cas, 
la polyadénylation n’est plus une marque protectrice mais un signal de recrutement de 
l’exosome nucléaire qui induit la dégradation rapide de l’ARN (LaCava et al., 2005; Wyers et 
al., 2005). 
4) Surveillance cytoplasmique des ARNm aberrants 
Les cellules eucaryotes ont développé des systèmes de surveillance qui assurent le  « contrôle 
qualité » des ARNm et conduisent à l’élimination des transcrits aberrants en utilisant les 
mêmes nucléases que celles impliquées dans la dégradation normale des ARNm. Plusieurs 
types de défauts peuvent toucher les ARNm. Tout d’abord, ils peuvent présenter un codon 
stop prématuré (PTC : Premature Termination Codon) qui peut conduire à la production de 
protéines tronquées. Les PTC peuvent survenir suite à des mutations dites « non-sens », des 
erreurs de transcription/maturation ou d’initiation de la traduction. Dans ce cas, la principale 
stratégie utilisée par la cellule est de détecter l’anomalie lors de la traduction et de dégrader 
les ARNm présentant un PTC par la voie NMD (Nonsense Mediated Decay). Cette voie est 
retrouvée chez tous les eucaryotes et fait intervenir les protéines UPF1, UPF2 et UPF3 (UP-
Frameshift) (Graille and Séraphin, 2012). Chez les mammifères, la détection du PTC fait 
intervenir le complexe EJC. Cette marque résiduelle d’épissage est habituellement déplacée 
par le ribosome lors de la traduction, mais reste associée à l’ARNm en présence d’un PTC (Le 
Hir et al., 2001; Singh et al., 2007). Ce blocage est détecté par la machinerie de surveillance 
(figure 12). Chez la levure et D. melanogaster, la détection du PTC ne semble pas impliquée 
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le complexe EJC, mais plutôt la distance entre le PTC et la queue poly(A) qui induit une 
conformation de l’ARNm reconnue comme anormale (Gatfield et al., 2003; Wen and Brogna, 
2010). Dans chaque situation, le ribosome bloqué recrute le complexe SURF, composé 
d’UPF1 lié à la kinase SMG1 et aux facteurs de terminaison eRF1-eRF3. UPF1 s’associe à la 
sous-unité UPF2 du complexe EJC situé en aval du PTC. La formation d’un complexe entre 
SURF et EJC induit la phosphorylation d’UPF1 par SMG1 et active le départ d’eRF1-eRF3. 
Le facteur SMG7 s’associe alors avec ce complexe et recrute la machinerie de dégradation 
des ARNm par la voie 5’-3’ ou 3’-5’ (Jonas et al., 2013; Kashima et al., 2006; Lejeune et al., 
2003; Mitchell and Tollervey, 2003; Ohnishi et al., 2003).  
D’autre part, les ARNm peuvent être dépourvus de codon stop, induisant la dissociation de 
PABP de l’ARN, la traduction de la queue poly(A), et le blocage du ribosome sur le transcrit. 
Cette situation conduit à la dégradation de l’ARNm par la voie NSD (Non Stop Decay), 
conservée chez tous les eucaryotes (figure 13A). Le modèle mécanistique de cette voie 
implique le recrutement sur le ribosome bloqué du facteur Ski7, qui se lie à l’exosome pour 
induire la dégradation de l’ARNm (Frischmeyer et al., 2002; Inada and Aiba, 2005; van Hoof 
et al., 2002).  
Figure 12 : Mécanisme de surveillance des ARNm aberrants par la voie NMD. Lors de l’épissage, le 
complexe EJC est déposé sur l’ARN. Il contient UPF3, un acteur de la voie NMD. Dans le cytoplasme, 
UPF2, une autre protéine de la voie NMD, s’associe à UPF3. Pendant la traduction, la présence d’un 
codon stop prématuré (PTC) bloque l’action du ribosome, ce qui induit le recrutement du complexe SURF 
sur le ribosome via l’interaction entre UPF1 et UPF2. SMG1 phosphoryle UPF1, activant l’exclusion du 
dimère eRF1-eRF3 et la liaison de l’adaptateur SMG7. Bien que les étapes ultérieures soient encore mal 
comprises, SMG7 semble être requis pour le recrutement de la machinerie de dégradation. 
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Une dernière voie a été décrite chez la levure, la voie NGD (No-Go Decay), qui correspond à 
un mécanisme de détection et de dégradation lorsque le ribosome est bloqué sur l’ARNm en 
cours de traduction suite à la présence d’une structure secondaire très stable sur l’ARN (figure 
13B). Le ribosome bloqué s’associe alors avec les endoribonucléases Dom34 et Hbs1, qui 
catalysent le clivage endonucléolytique de l’ARN aberrant et sa dégradation par l’exosome et 
XRN1 (Doma and Parker, 2006). 
5) Régulation de la stabilité des ARNm 
40 à 50% des changements d’expression génique se produisant en réponse à des signaux 
cellulaires sont la conséquence d’une modification directe de la stabilité de l’ARNm (Cheadle 
et al., 2005; Fan et al., 2002). Ces changements sont induits par des altérations de la 
composition de la particule mRNP qui activent ou inhibent la dégradation du transcrit. Les 
déterminants de la stabilité sont retrouvés principalement au niveau de la région non traduite 
en 3’ (3’UTR) de l’ARNm. L’un des mécanismes les plus étudiés concerne les éléments 
riches en Adénosine-Uridine (ARE : AU-Rich Element). Les séquences ARE sont présentes 
dans la région 3’UTR d’ARNm ayant une demi-vie courte, codant généralement pour des 
Figure 13 : Mécanismes de surveillance des ARNm aberrants (suite). A) La dégradation « Non-
Stop »: la traduction d’un ARNm ne possédant pas de codon stop résulte en la traduction de la queue 
poly(A), la dissociation de PABP et le blocage du ribosome sur l’ARN. Le facteur Ski7 est alors recruté 
sur le ribosome bloqué et induit l’association de l’ARN avec l’exosome. Le ribosome est dissocié et le 
peptide néosynthétisé est ubiquitiné et dégradé par le protéasome. B) La dégradation « No-Go » : la voie 
s’active lors du blocage du ribosome en cours de traduction suite à la présence de structures secondaires 
très stables sur l’ARNm. Le ribosome bloqué recrute alors les endonucléases Dom34 et Hbs1 qui clivent 
l’ARN endonucléolytiquement, induisant sa dégradation par les voies 5’-3’ et 3’-5’. Le peptide généré est 
dégradé par le protéasome.
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cytokines, des proto-oncogènes et des facteurs de transcription (Caput et al., 1986; Shaw and 
Kamen, 1986). L’instabilité que confèrent les ARE à l’ARNm est due aux facteurs se liant 
spécifiquement sur ces séquences tels que TTP (tristetraproline), AUF1 (AU-Rich binding 
Factor 1) et KSRP (KH Splicing Regulatory Protein) (Lai et al., 2003; Lal et al., 2004; Linker 
et al., 2005; Lykke-Andersen and Wagner, 2005). La clé de l’effet déstabilisateur vient de la 
capacité des ARE et des protéines s’y fixant à recruter la machinerie de dégradation des ARN. 
L’exosome présente en effet une forte affinité à la fois pour les ARE et pour AUF1. De 
même, TTP interagit avec l’exosome, la machinerie de decapping et le complexe de 
déadénylation CCR4-NOT (Brooks and Blackshear, 2013). De nombreuses études se sont 
focalisées sur l’identification des facteurs se liant aux ARE et comment ces interactions sont 
modulées en réponse à des signaux cellulaires. Par exemple, la voie p38 MAPK, qui s’active 
en réponse à de multiples stress, module la phosphorylation de KSRP et TTP, influençant 
ainsi leur capacité s’associer avec les ARE et à recruter la machinerie de dégradation (Briata 
et al., 2005; Sun et al., 2007). Récemment, un nouveau type de séquence déstabilisatrice 
appelé CDE (Constitutive Decay Element) a été identifié dans la région 3’UTR des ARNm 
codant pour des cytokines pro-inflammatoires (TNF?) chez les mammifères. Le motif CDE 
forme une structure secondaire en épingle à cheveux reconnue par les facteurs Roquin-1 et 
Roquin-2, qui recrutent le complexe CCR4-NOT afin d’activer la déadénylation des ARNm. 
Ce mécanisme permet de limiter la production de TNF? par les macrophages (Leppek et al., 
2013).  
De nouvelles techniques telles le HITS-CLIP (High-throughput sequencing of RNA isolated 
by crosslinking immunoprecipitation) et le PAR-CLIP (Photoactivatable-Ribonucleoside-
Enhanced Crosslinking and Immunoprecipitation) ont été mises au point pour décrypter à 
l’échelle globale la cartographie et la dynamique des interactions entre ARNm et RBP. Ces 
nouvelles approches combinent des techniques d’immunoprécipitation des mRNP, le 
séquençage haut-débit des ARNm et d’analyse en spectrométrie de masse des RBP associées 
(Hafner et al., 2010; Zhang and Darnell, 2011). Ce type d’étude a déjà permis de répertorier 
plus de 800 RBP distinctes et de cartographier leurs sites de liaison aux ARNm dans la lignée 
cellulaire humaine HeLa. Les recherches actuelles se focalisent sur l’étude de la dynamique 
de ces interactions en réponse à divers stimuli cellulaires (changements métaboliques, 
différentes formes de stress, différenciation, etc.) et leur implication dans le contrôle de la 
stabilité du transcrit (Castello et al., 2012; Freeberg et al., 2013). 
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De manière globale, la modulation de la stabilité d’un ARNm s’avère donc être un point 
crucial de l’expression d’un gène. De sa synthèse jusqu’à sa dégradation, l’abondance des 
transcrits est ainsi finement de multiples mécanismes. La partie suivante se focalise sur 
l’implication des ARN non codants dans les différents niveaux de régulation des ARNm, et 
notamment leur dégradation. 
D. Régulation de l’expression par les ARN non codants 
Chez les eucaryotes, il existe plusieurs types d’ARN non codants qui possèdent des fonctions 
diverses et cruciales pour l’expression des gènes (Kapranov et al., 2007). On distingue :  
          - les ARN ribosomiques (ARNr), il en existe quatre types : les ARNr 18S, 5,8S, 28S qui 
sont transcrits par l’ARN polymérase I, et les ARNr 5S, synthétisés par l’ARN polymérase 
III. Ces ARNr sont modifiés et maturés par clivages endo et exonucléolytiques dans le noyau 
au sein du nucléole pour les ARNr 18S, 5,8S, 28S et dans le nucléoplasme pour les ARNr 5S. 
Ils sont ensuite assemblés avec différentes protéines ribosomales afin de former la sous unité 
60S du ribosome pour les ARNr 28S, 5,8S et 5S et la sous unité 40S pour les ARNr 18S 
(Venema and Tollervey, 1999). 
          -les ARN de transfert (ARNt) : synthétisés par l’ARN polymérase III et maturés par 
l’exosome, les ARNt sont indispensables à la traduction, servant d’adaptateurs reconnaissant 
le codon et apportant l’acide aminé adéquat avant l’assemblage sur la chaîne polypeptidique 
(Simos and Hurt, 1999). 
          -les petits ARN nucléaires (snARN) et nucléolaires (snoARN) : majoritairement 
synthétisés par l’ARN polymérase II, ils interviennent respectivement dans le processus 
d’épissage et la maturation des ARNr (Filipowicz and Pogaci?, 2002; Will and Lührmann, 
2001). 
          - les ARN non codants (ncARN) : ils sont arbitrairement divisés en petits ARN, 
typiquement de 20 à 200 nucléotides, et en longs ARN de 200 nucléotides à 100 kb (long 
ncARN). Leur transcription est assurée par l’ARN polymérase II, suggérant une expression 
bien plus ubiquitaire que ce qui avait été proposé dans les modèles initiaux. De nombreuses 
études montrent aujourd’hui l’importance des ARN non codants dans la régulation globale de 
l’expression des gènes. Les paragraphes suivants se focalisent sur leur biogenèse et leur 
mécanisme d’action. 
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1) Les petits ARN non codants 
Les espèces animales expriment trois types de petits ARN non codants : les microARN 
(miARN), les petits ARN interférant (siARN) et les ARN interagissant avec PIWI (piARN) 
(Moazed, 2009). Ces petits ARN sont classés en fonction de leurs origines, de leur type de 
biogenèse/maturation et de leur interaction avec la famille Argonaute. En effet les piARN 
sont générés à partir de précurseurs simple-brin, indépendamment des enzymes RNases III qui 
sont par contre nécessaires à la biogenèse des miARN et siARN. Concernant leur interaction 
avec la famille Argonaute, les miARN et siARN s’associent aux facteurs de la sous-famille 
AGO alors que les piARN sont pris en charge par la sous-famille PIWI. Concernant leur 
taille, les piARN mesurent généralement 24-32 nucléotides de long, contre 20-23 nucléotides 
pour les miARN et siARN. Les petits ARN non codants régulent négativement l’expression 
des gènes et sont à la base du concept de l’interférence ARN, dont le prix Nobel de médecine 
2006 a récompensé les découvreurs G. Mello et A. Fire. 
(a) Les siARN 
Les siARN, de 21 à 23 nucléotides, décrits comme des défenseurs de l’intégrité du génome, 
sont issus du clivage cytoplasmique, par Dicer, de longs ARN double brin provenant de la 
transcription bidirectionnelle de gènes, de transposons ou de virus à génome à ARN double-
brin. Dicer est une endoribonucléase très conservée qui appartient à la famille des RNAse III 
et qui permet le clivage des ARN double-brin (endogènes ou exogènes) conduisant ainsi à la 
production de petits ARN flanqués de 2 nucléotides protubérant à l’extrémité 3’ (Colmenares 
et al., 2007; Pak and Fire, 2007) (figure 14). En fonction des espèces, il existe plusieurs 
homologues de Dicer possédant des rôles distincts (Lee et al., 2004; Xie et al., 2004). Par 
exemple, chez D. melanogaster, Dicer 1 participe à la biogénèse des miARN alors que Dicer 
2 joue un rôle dans la production des siARN (Tomari et al., 2007). 
Après clivage par Dicer, l’un des deux brins du siARN est incorporé dans le complexe siRISC 
(siRNA-induced silencing complex) pour servir de guide jusqu’à l’ARN messager de 
séquence homologue tandis que l’autre brin est dégradé. La sélection du brin guide semble 
être déterminée par une asymétrie thermodynamique de l’ARNm double brin, le brin le moins 
stable à son extrémité 5’ étant celui qui est chargé au sein du complexe siRISC (Khvorova et 
al., 2003; Schwarz et al., 2003). Le complexe siRISC est un complexe multiprotéique 
composé de Dicer, TRBP (transactivation-response element RNA-binding protein), sa 
principale protéine catalytique AGO2 et du siARN guide. Chez les mammifères il existe 4 
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protéines AGO (AGO1-AGO4) mais seule AGO2 possède une activité endonucléase (Meister 
et al., 2004). Cette protéine contient 4 domaines : N-terminal, PAZ, MID, PIWI. Le domaine 
PAZ permet la liaison de AGO2 à l’extrémité 3’ du siARN guide (J. Liu et al., 2004; Ma et 
al., 2005; Parker et al., 2005; Song et al., 2004, 2003).  
Après appariement entre le siARN guide et l’ARNm complémentaire, l’activité 
endoribonucléase du complexe siRISC catalyse le clivage de l’ARNm, notamment par le 
domaine PIWI de la protéine Argonaute (J. Liu et al., 2004; Song et al., 2004; Tuschl et al., 
1999; Zamore et al., 2000). Le complexe RISC est ensuite recyclé et l’ARNm cible est 
dégradé par des exonucléases cellulaires (Orban and Izaurralde, 2005). En parallèle de la 
répression post-transcriptionnelle, les siARN peuvent réduire la transcription d’un ARNm en 
activant la formation d’hétérochromatine (figure 15). Cette observation est à la base du 
concept de répression génique co-transcriptionnelle (CTGS : co-transcriptional gene 
silencing) découvert chez Schizosacchomyces pombe (Castel and Martienssen, 2013). Il a 
ainsi été décrit lors de l’élongation de la transcription que Ago1, guidé par son siARN 
jusqu’au transcrit naissant, inhibe l’ARN pol II via un mécanisme non élucidé. Ce complexe 
siRISC nucléaire (également appelé siRITSC : siRNA-induced transcription silencing 
complex) contient le facteur Chp1, qui permet au complexe de s’associer à la chromatine via
un chromodomaine, et CLRC (Cryptic Loci Regulator Complex) qui catalyse la métylation de 
la lysine 9 de l’histone H3. Cette modification permet le recrutement de Swi6, l’orthologue de 
HP1 (Heterochromatin Protein 1) qui induit la formation d’hétérochromatine au niveau du 
locus ciblé (Verdel et al., 2004; Volpe et al., 2002; Zaratiegui et al., 2011; Zhang et al., 2008). 
Chez la plante Arabidopsis thaliana, un mécanisme analogue de CTGS a été décrit, 
Figure 14: Biogénèse et mécasnime de l’ARN interférence. L’ARN double brin est clivé par l’enzyme 
Dicer. Il est ensuite pris en charge par le complexe siRISC où l’un des deux brins seulement va servir de 
guide jusqu’à l’ARNm de séquence homologue tandis que l’autre brin est dégradé. L’appariement entre le 
brin guide et l’ARNm complémentaire entraine le clivage de l’ARNm cible par le complexe siRISC suivi 
de sa dégradation. 
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impliquant le complexe siRITSC dans l’activation de la méthylation des cytosines de l’ADN 
ciblé (Aufsatz et al., 2002; Mette et al., 2000). Le mécanisme de répression CTGS a été 
retrouvé chez de nombreuses espèces de la levure jusqu’aux mammifères (Castel and 
Martienssen, 2013). 
(b) Les miARN 
Les microARN (miARN) sont de petits ARN non codants retrouvés chez tous les eucaryotes. 
Les miARN sont en majorité transcrits par l’ARN polymérase II à partir de séquences 
endogènes situées dans les introns des ARN pré-messagers ou dans d’autres régions du 
génome. Les miARN qui régulent environ 60% des gènes codants des protéines sont 
phylogénétiquement bien conservés (Friedman et al., 2009; Lewis et al., 2005). Leur 
biogenèse débute avec la synthèse de précurseurs simple-brin repliés en « épingle à cheveux » 
par complémentarité incomplète (Bartel, 2009). Ces molécules primaires, dites pri-miARN, 
possèdent comme les ARNm une coiffe et une queue poly(A) (figure16). Drosha, une 
endonucléase RNAse III, et son partenaire DGCR8 se lient à ce pri-miARN dans le noyau 
pour le cliver et générer un miARN d’environ 70 nucléotides, dit miARN précurseur (pré-
miARN) (Basyuk et al., 2003; Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004; Han et al., 2004; 
Landthaler et al., 2004; Lee et al., 2003; Zeng and Cullen, 2003). Le pré-miARN est alors 
exporté dans le cytoplasme via l’Exportine 5 où il est clivé par Dicer en un miARN mature, 
d’environ 21 nucléotides. Comme pour les siARN, un seul des deux brins du miARN mature 
est chargé dans le complexe RISC et sert de guide jusqu’à une séquence complémentaire. Le 
Figure 15 : Modèle de répression co-transcriptionnelle par les siARN chez Schizosaccharomyces 
pombe. Le complexe siRISC associé à l’ARN cible naissant inhibe l’ARN pol II, interagit avec la 
chromatine via le facteur Chp1, et recrute le complexe CLRC. CLRC méthyle la lysine 9 de l’histone H3, 
ce qui induit l’association de Swi6/HP1 avec les nucléosomes et induit la formation d’hétérochromatine.   
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brin non utilisé est séparé du brin fonctionnel par un mécanisme non encore élucidé semblant 
mettre en jeu une activité hélicase, puis dégradé (Lund et al., 2004).  
Les miARN régulent négativement l’expression des gènes au niveau post-transcriptionnel en 
s’appariant entièrement ou partiellement à des séquences complémentaires situées dans les 
régions 3’UTR des ARNm. Cette répression est la conséquence du recrutement sur l’ARNm 
du complexe miRISC (miRNA-induced silencing complex), un complexe ribonucléoprotéique 
composé du miARN chargé sur la protéine Argonaute et du facteur GW182. Le mécanisme de 
répression utilisé par la machinerie des miARN implique à la fois l’inhibition de la traduction 
et l’activation de la dégradation de l’ARNm. (Eulalio et al., 2008a) 
Plusieurs modèles ont été proposés concernant le mécanisme d’action des microARN. 
D’une part, l’action des miARN consisterait en une inhibition de l’initiation de la traduction 
qui met en jeu la coiffe en 5’ du transcrit. Plusieurs études ont ainsi montré que la protéine 
Ago2 via un motif particulier (MID domain) est capable d’interagir directement avec la coiffe 
en 5’ et empêcherait le recrutement du facteur d’initiation de la traduction eIF4E (Djuranovic 
et al., 2012; Kiriakidou et al., 2007). Les miARN peuvent également inhiber l’assemblage de 
la sous-unité 60S du ribosome avec la sous-unité 40S conduisant à l’inhibition de la 
traduction. (Chendrimada et al., 2007; Wang et al., 2008). D’autre part, les miARN ont été 
impliqués dans la déstabilisation directe de l’ARNm par déadénylation, decapping et clivage 
exonucléotique. Ce mécanisme requiert GW182, les enzymes de clivage de la coiffe 
(Dcp1/Dcp2) et celles de déadénylation (complexe CCR4-NOT) (Behm-Ansmant et al., 2006; 
Eulalio et al., 2009b; Rehwinkel et al., 2005). Il existe une protéine GW182 chez la 
Drosophile et 3 paralogues chez les mammifères : TNRC6A, TNRC6B, TNRC6C 
(trinucleotide repeat containing). Ces protéines interagissent directement avec les protéines 
Agonautes, sont capables de se lier à l’ARNm et sont directement impliquées dans la 
Figure 16 : Biogénèse des miRNA. Le pri-miRNA est dans un premier temps clivé en pré-mRNA par le 
complexe Drosha/DGCR8 dans le noyau puis est exporté par l’exportine 5 dans le cytoplasme où il va être 
maturé par Dicer en miRNA. Un seul des deux brins est chargé dans le complexe RISC et sert de guide 
jusqu’à la séquence complémentaire. 
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répression et la dégradation des ARNm par les miARN (Eulalio et al., 2009a, 2009b, 2008b). 
Le modèle d’action actuel du miRISC repose sur l’interaction du facteur GW182 avec les 
complexes de déadénylation PAN2-PAN3 et CCR4-NOT (figure 17). En particulier, le 
recrutement du complexe CCR4-NOT sur l’ARNm semble être responsable du départ de 
PABP de la queue poly(A), la rendant accessible à la dégradation, et inhibant son interaction 
avec la coiffe et donc la circularisation de l’ARNm. La répression traductionnelle serait la 
conséquence de cet effet de déstabilisation de la particule mRNP (Behm-Ansmant et al., 2006; 
Huntzinger et al., 2013; Zekri et al., 2013). 
(c) Les piARN 
Cette classe d’ARN est présente chez D. melanogaster, C. elegans et les mammifères, et n’est 
pas retrouvée chez les plantes et les champignons (Ishizu et al., 2012). Les piARN sont 
synthétisés à partir d’éléments intergéniques répétés appelés clusters piARN et 
essentiellement composés d’ADN répété et d’éléments transposables. Les piARN, sont 
particulièrement exprimés dans les gonades et la lignée germinale et sont enrichis en 
séquences antisens de transposons. Cette caractéristique est à l’origine de leur implication 
dans les mécanismes de répression de la transposition des éléments transposables, protégeant 
ainsi l’intégrité du génome dans la lignée germinale (Saito et al., 2006; Sarot et al., 2004; 
Svoboda et al., 2004; Vagin et al., 2006; Watanabe et al., 2006). La biogénèse des piARN 
démarre par un processus appelé le cycle « ping-pong », initialement décrit dans la lignée 
germinale de drosophile (Brennecke et al., 2007; Gunawardane et al., 2007). Les clusters 
piARN sont d’abord transcrits pour générer des précurseurs piARN primaires. Dans le 
Figure 17 : Mécanismes de répression post-transcriptionnelle par la machinerie des miARN. Après 
appariement entre le miARN et son ARNm cible, le complexe miRISC inhibe l’initiation et l’élongation 
de la traduction en interférant avec la reconnaissance de la coiffe par eIF4E. miRISC active également la 
déadénylation de l’ARNm via le recrutement du complexe CCR4-NOT, et induisant par conséquence le 
decapping.
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cytoplasme, un mécanisme mal connu induit leur maturation en petits piARN antisens  de 23-
29 nucléotides enrichis en uridine à l’extrémité 5’. Ce petit ARN simple-brin est alors chargé 
sur les facteurs de la famille Argonaute : Aubergine (AUB) et PIWI, qui vont cibler les 
ARNm des transposons dans le cytoplasme pour les cliver. Cette étape génère des piARN 
sens présentant un enrichissement en adénosine en position 10, que le facteur AGO3 prend en 
charge pour cibler et cliver les précurseurs piARN primaires, amplifiant le nombre de piARN 
« antisens » et mettant fin au cycle ping-pong. 
Des travaux réalisés chez la drosophile ont révélé le rôle des piARN dans la répression de 
l’expression génique au niveau post-transcriptionnel , via la dégradation des ARNm (Nishida 
et al., 2007). En effet, la machinerie des piARN est détectée au sein de structures 
cytoplasmiques, co-localisant avec les transcrits des rétrotransposons et des membres de la 
machinerie de dégradation des ARNm tels que DCP1/2, XRN1 et SKI3. Les mutants aub, 
déficients pour la production des piARN, présentent une augmentation de la stabilité des 
ARNm des rétroransposons, indiquant une répression post-transcriptionnelle des transposons 
dépendante des piARN (Lim et al., 2009). Par ailleurs dans l’embryon précoce de drosophile, 
AUB forme un complexe avec SMAUG, la déadénylase CCR4, l’ARNm Nanos et des piARN 
ciblant la région 3’UTR de Nanos, suggérant un rôle des piARN dans la dégradation 
dépendante de la déadénylation d’ARNm (Rouget et al., 2010).  
Il a été montré en parallèle que la machinerie piARN est recrutée au niveau chromatinien sur 
les gènes des transposons ciblés par les piARN afin d’inhiber leur expression en augmentant 
la formation d’hétérochromatine et les modifications répressives des histones telles H3K9me3 
(voie CTGS) (Brower-Toland et al., 2007; Le Thomas et al., 2013).  
2) Les longs ARN non codants 
De récentes avancées dans le domaine de la génomique ont révélé l’existence d’un grand 
nombre de transcrits ne codant pour aucune protéine (Carninci et al., 2005; Djebali et al., 
2012). Ces longs ARN non-codant (lncARN) sont transcrits aussi bien à partir des espaces 
intergéniques que des régions codantes, et leur expression s’avère souvent être régulée en 
fonction des stades du développement (Mercer et al., 2009). Initialement les lncARN étaient 
considérés comme des sous-produits résiduels résultant d’ARN polymérases de faible fidélité 
(Struhl, 2007). Depuis quelques années, leur rôle dans la régulation de l’expression des gènes 
a fait l’objet d’un nombre croissant de publications. Leur fonction a particulièrement été mise 
en évidence dans les régulations épigénétiques de l’expression des gènes environnants (figure 
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18). Par exemple, des centaines de lncARN sont séquentiellement exprimées lors du 
développement embryonnaire contrôlé par les loci humains HOX. HOTAIR est l’un de ces 
lncARN, antisens du transcrit HOX, qui est capable de réprimer la transcription du locus 
HOXD en induisant une structure chromatinienne fermée via le recrutement du complexe de 
remodelage PRC2 (Rinn et al., 2007) (figure 18A). Un mécanisme similaire avait initialement 
été décrit lors de l’inactivation du chromosome X par le lncARN Xist (Ogawa et al., 2008; 
Zhao et al., 2008). Par ailleurs, d’autres travaux récents ont démontré que les lncARN sont 
capables de réguler directement le processus d’initiation de la transcription en interagissant 
avec des facteurs de transcription et en contrôlant négativement ou positivement leur fixation 
aux promoteurs avoisinants (Feng et al., 2006; Lai et al., 2013; Mercer et al., 2009) (figure 
18B).  
Des phénomènes de répression transcriptionnelle par interaction du lncARN Alu avec l’ARN 
pol II ont également été décrits dans les cellules humaines (Mariner et al., 2008). Enfin, au 
niveau post-transcriptionel, les lncARN peuvent contrôler la maturation des ARNm, et 
notamment leur épissage. L’ARNm Zeb2 a ainsi été décrit comme s’hybridant dans le noyau 
avec un lncARN antisens, ayant pour conséquences de masquer un site d’épissage et donc de 
Figure 18 : Modèles de régulations de l’expression des gènes par les lncARN. A) Au niveau d’un 
promoteur, les lncARN peuvent recruter des complexes de modification de la chromatine. Par exemple, le 
lncARN HOTAIR recrute le complexe polycomb qui méthyle la lysine 27 de l’Histone H3 et induit la 
formation d’hétérochromatine. B) Régulation de l’initiation transcriptionnelle par les lncARN. a) Lors 
d’un stress thermique, le lncARN Alu est transcrit et agit en répresseur transcriptionnel via son interaction 
avec l’ARN pol II. b) Le lncARN Evf2 agit comme un co-activateur transcriptionnel en recrutant le 
facteur de transcription DLX2 sur le promoteur du gène Dlx6. C) L’expression du gène Zeb2 est régulée 
par un lncARN antisens qui agit en s’hybridant à l’ARN pré-messager et en masquant un site d’épissage. 
Il y a alors rétention d’un intron contenant un IRES qui va modifier la traduction de ZEB2.  
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favoriser l’inclusion d’un intron contenant un IRES (Beltran et al., 2008) (figure 18C). Par 
conséquence, les lncARN s’avèrent potentiellement capables de réguler les étapes essentielles 
de l’expression des gènes eucaryotes. L’utilisation de technologies à haut débit telles le 
séquençage dit « next-generation » devrait permettre de compléter le catalogue des lncARN et 
de comprendre leur multiplicité fonctionnelle. 
E. Régulations spatiales des ARNm 
Les divers processus conduisant à la régulation de l’expression des gènes doivent être 
coordonnés tant dans le temps que dans l’espace. Ainsi, de leur synthèse jusqu’à leur 
dégradation, les ARN transitent à travers des structures subcellulaires bien distinctes qui vont 
influencer la composition de la particule mRNP. 
1) Compartiments nucléaires 
De nombreuses structures nucléaires impliquées dans la maturation des ARN ont déjà été 
décrites chez les eucaryotes. On distingue principalement  
          - le nucléole, qui a majoritairement été décrit comme étant le site de synthèse et de 
maturation des ARN ribosomaux par l’ARN polymérase III (Boisvert et al., 2007). Dans sa 
périphérie se situe le compartiment péri-nucléolaire, une structure enrichie en RBP et en ARN 
polymérase III (Pollock and Huang, 2010).  
          - les corps de Cajal, qui sont impliqués dans la maturation de petits ARN nucléaires et 
nucléolaires, eux mêmes nécessaires aux différentes étapes de maturation des ARNm (Cioce 
and Lamond, 2005). Deux structures associées aux corpuscules de Cajal ont également été 
décrites : les Gems (Matera and Frey, 1998), qui semblent être impliqués dans la maturation 
des snRNP, et les corps de clivage, (Schul et al., 1996) qui contiennent les facteurs de clivage 
et de polyadénylation des ARNm, ainsi que des facteurs de transcription généraux tels que 
TFIIE et TFIIF (Li et al., 2006; Schul et al., 1996)  
          - les corps PML, caractérisés par la présence de la protéine PML (ProMyelotic 
Leukemia) étant un lieu de stockage, de modifications post-traductionnelles et de dégradation 
des protéines nucléaires (Bernardi and Pandolfi, 2007) 
          - les « speckles », ou granules interchromatiniens, qui sont enrichis en facteurs 
intervenant dans l’épissage des ARNm (Lamond and Spector, 2003), et les « paraspeckles » 
dont la fonction reste à définir mais qui semble retenir les ARN double brin qui ont été sujet 
au processus d’éditing (Nakagawa and Hirose, 2012).
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Bien que la biogénèse de ces compartiments nucléaires reste encore mal connue, plusieurs 
études récentes ont démontré l’implication des ARN codants et non codants dans la nucléation 
initiale de ces structures. La plupart des corps nucléaires s’avère en effet s’assembler autour 
d’un ARN agissant comme une plateforme de recrutement (Mao et al., 2011; Shevtsov and 
Dundr, 2011). 
2) Structures cytoplasmiques 
Un aspect essentiel de la régulation de l’expression des gènes se situe dans le cytoplasme. De 
nombreuses observations ont déjà mis en évidence l’importance de la localisation des ARN 
pour le contrôle de leur expression (Anderson and Kedersha, 2009). Ainsi en fonction de la 
composition de la particule mRNP, les ARNm peuvent être présents sous forme de polysomes 
activement traduits, mais peuvent également s’agréger en granules réprimés au niveau 
traductionnel et microscopiquement visibles dans le cytoplasme (figure 19). 
(a) Les granules de stress 
Dans la plupart des cellules eucaryotes, la réponse au stress inhibe l’initiation de la traduction 
et conduit à la formation d’agrégats ribonucléoprotéiques cytoplasmiques appelés granules de 
stress. Ils contiennent habituellement les ARNm polyadénylés non traduits, la machinerie 
d’initiation de la traduction comme les facteurs eIF4, PABP, eIF3 et eIF2, les sous-unités 
ribosomales 40S et d’autres protéines additionnelles affectant la fonction des ARN (Anderson 
and Kedersha, 2009; Kedersha et al., 1999; Kimball et al., 2003; Mazroui et al., 2006). Leur 
formation est induite par des stress (Kedersha et al., 1999), mais également par des drogues 
bloquant la traduction (Dang et al., 2006; Mazroui et al., 2006; Mokas et al., 2009), par 
l’invalidation de certains facteurs d’initiation ou la surexpression de RBP qui répriment la 
traduction (De Leeuw et al., 2007; Gilks et al., 2004; Mazroui et al., 2002; Wilczynska et al., 
2005).  
Dans des conditions de stress, eIF2? est phosphorylé par diverses kinases, empêchant la 
formation du complexe ternaire eIF2-GTP-ARNt-Met et bloquant le complexe d’initiation 
48S sur l’ARNm (Wek et al., 2006). L’assemblage des granules de stress est alors initié par 
les protéines TIA1 et TIAR1 qui contribuent à l’arrêt de la traduction et au désassemblage des 
polysomes et à l’agrégation des mRNP (Gilks et al., 2004; Pullmann et al., 2007) . Ces 
facteurs disposent d’un domaine « Q/N-rich prion-like » qui induit leur auto-agrégation et 
facilite l’assemblage des granules. D’autres facteurs impliqués dans la traduction et le 
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métabolisme des ARNm tels que la tristetraproline ou CPEB ont été détectés dans ces 
granules de stress (Stoecklin et al., 2004; Wilczynska et al., 2005).  
La fonction des granules de stress reste encore mal comprise. Bien qu’ils semblent être 
associés aux mécanismes de répression traductionnelle, de stockage et de stabilisation des 
ARNm lors d’un stress, leur implication au sein de ces processus n’a toutefois pas été 
formellement démontrée. Le modèle actuel suppose un rôle des granules de stress dans le 
remodelage des complexes mRNP (Anderson and Kedersha, 2009; Buchan and Parker, 2009). 
En effet, en augmentant la concentration locale des facteurs d’initiation de la traduction et de 
diverses RBP, ces structures permettraient le maintien de la structure et de l’intégrité des 
complexes mRNP, et pourraient faciliter l’association des ARNm avec la machinerie 
d’initiation de la traduction lors d’un stress. En accord avec ce modèle, les granules de stress 
contiennent de nombreux facteurs tels que HuR, Lin28 ou DDX3/Ded1, impliqués dans 
l’activation traductionnelle dépendante du stress (Buchan and Parker, 2009). 
(b) Les P-bodies ou foyers DCP 
Un autre type de granules d’ARN bien caractérisé est retrouvé dans le cytoplasme des cellules 
somatiques : les P-bodies (Processing Podies) ou foyers DCP. Il s’agit de structures 
cytoplasmiques dynamiques dans lesquelles s’accumulent les complexes mRNP accompagnés 
des facteurs impliqués dans la dégradation 5’-3’ incluant les enzymes de déadénylation, de 
decapping (Dcp1p/Dcp2p), ses cofacteurs Dhh1p/RCK/p54, Pat1p, Lsm1p-7p, Edc3p et 
l’exonucléase Xrn1p (Cougot et al., 2004; Sheth and Parker, 2003), mais également des 
protéines impliquées dans la surveillance des ARNm (Sheth and Parker, 2006; Unterholzner 
and Izaurralde, 2004), et la répression traductionnelle (Coller and Parker, 2005; Holmes et al., 
2004). Contrairement aux granules de stress, les P-bodies sont observés de façon permanente 
dans des conditions normales de croissance, à l’exception de la mitose et de la quiescence, 
processus dans lesquels ils ne sont plus détectés dans les lignées cellulaires humaines (Yang 
et al., 2004). Bien que les P-Bodies aient été décrits chez tous les eucaryotes, leur composition 
est, outre les enzymes de decapping, spécifique de chaque organisme. Par exemple, chez les 
mammifères, les P-bodies incluent des protéines impliquées dans la fonction des miARN, 
comme Ago2 et GW182 (Jakymiw et al., 2005; Liu et al., 2005; Meister et al., 2005; Sen and 
Blau, 2005).  
L’assemblage des ARNm en P-bodies s’effectue suite à la dissociation des mRNP et des 
polysomes, aboutissant à l’agrégation des mRNP réprimées. Les machineries de decapping et 
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de déadénylation s’avèrent être des pré-requis essentiels à la formation de ces granules. En 
effet, l’inhibition des enzymes de déadénylation telles que CAF1 et CCR4  entraine la perte 
de ces corps (Andrei et al., 2005; Zheng et al., 2008). Par ailleurs, de nombreux facteurs 
d’assemblage des P-bodies présentent des domaines de multimérisation et d’agrégation, tels 
les facteurs d’assemblage des granules de stress. C’est le cas par exemple de la sous-unité 
Lsm4 du complexe activateur du decapping Lsm1-7 qui possède un domaine « Q/N-rich 
prion-like » dont la délétion chez la levure perturbe la formation des P-bodies (Decker et al., 
2007; Reijns et al., 2008). 
Chez la levure, ces corps cytoplasmiques semblent être des sites où s’effectue le clivage de la 
coiffe et la dégradation 5’-3’ des ARNm (Sheth and Parker, 2003). Chez les mammifères, 
plusieurs études ont mis en évidence que les P-Bodies sont des centres actifs de dégradation et 
non des sites de stockages des facteurs de dégradation. Ces structures disparaissent après 
Figure 19 : Modèle d’intégration des granules de Stress et des P-bodies dans le cycle des mRNP
(Adapté de Buchan et Parker, 2010). Lors d’un stress, des répresseurs traductionnels tels que TIA-1 sont 
recrutés sur l’ARNm, inhibent l’initiation de la traduction et induisent l’agrégation des mRNP pour 
former le granule de stress. De la même façon, lorsque la traduction est compromise suite à l’action d’un 
répresseur (miRISC, TTP, etc.), les ARNm interagissent avec les composants de la machinerie de la 
répression et de dégradation des ARNm formant alors des mRNP qui s’agrègent dans les P-Bodies. Ces 
ARNm peuvent alors être dégradés, stockés dans les P-bodies ou encore sortir des P-bodies pour rentrer à 
nouveau dans un cycle de traduction en transitant par les granules de stress.  
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inhibition de la synthèse des ARNm, par traitement des cellules à l’actinomycine D, suggérant 
que leur assemblage est dépendant de la présence d’ARNm. L’utilisation de cycloheximide, 
bloquant la traduction et la dégradation des transcrits en séquestrant les ribosomes sur 
l’ARNm, entraîne également la disparition des foyers indiquant un lien entre la dégradation 
des ARNm et la présence de ces corps (Cougot et al., 2004; Erickson and Lykke-Andersen, 
2011). Par ailleurs, des expériences de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) 
indiquent que la majorité des mRNP présentes dans les P-Bodies semble être présente de 
manière transitoire, impliquant soit la dégradation de l’ARNm, soit son retour dans les 
polysomes (Bhattacharyya et al., 2006; Brengues et al., 2005). 
Plusieurs observations ont démontré que les granules de stress interagissent avec les P-bodies. 
En effet, chez les mammifères, les deux structures s’associent de manière transitoire lors d’un 
traitement à l’arsenite ou de la surexpression de TTP ou CPEB1 (Kedersha et al., 2005; 
Mollet et al., 2008; Wilczynska et al., 2005) Ces interactions suggèrent l’existence d’échanges 
d’ARNm entre les polysomes, les granules de stress et les P-bodies, favorisant le remodelage 
des particules mRNP et facilitant le tri des ARNm vers le stockage, la dégradation ou le retour 
à la traduction (Buchan and Parker, 2009). 
(c) Le granule polaire ou germinal 
Chez certaines espèces de métazoaires, des granules d’ARN sont spécifiquement détectés 
dans les cellules germinales et présentent des rôles importants dans la gamétogenèse et le 
développement embryonnaire. Ces structures nommées granules polaires ou germinaux sont 
observées chez plusieurs espèces, telles que C. elegans, D. melanogaster et X. laevis, et ont 
été identifiées comme des sites de stockage des ARNm maternels (Gallo et al., 2008; Kloc et 
al., 2002; Micklem, 1995; Thomson and Lasko, 2004). Chez D. melanogaster par exemple, 
les granules germinaux contiennent des ARNm maternels maintenus dans un état inactif au 
niveau traductionnel jusqu’à ce qu’ils soient requis pour le développement des cellules 
germinales (Johnstone and Lasko, 2001). Ces structures contiennent habituellement tous les 
composants des P-bodies impliqués dans la répression traductionnelle et la fonction des 
miARN (Thomson et al., 2008). D’un point de vue fonctionnel, les granules germinaux sont à 
l’origine d’importantes modifications d’expression génique de façon indépendante de 
l’activation transcriptionnelle. Ces effets semblent être le résultat de la libération dans le 
cytoplasme des ARN (ARNm maternels, piARN et miARN) associés aux granules et ayant un 
effet dans la régulation génique pendant l’embryogenèse. De la même façon chez les 
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mammifères, les spermatides disposent d’un granule d’ARN périnucléaire appelé corps 
chromatoïde, dont la composition est similaire à celle des P-bodies (Kotaja and Sassone-
Corsi, 2007; Kotaja et al., 2006; Nagamori and Sassone-Corsi, 2008). La fonction de cette 
structure reste encore mal comprise et son rôle dans la modulation épigénétique de 
l’expression des gènes embryonnaires n’a pas été formellement démontré. 
(d) Eléments de localisation et transports des mRNP 
En plus de leur localisation dans ces granules, les ARNm peuvent se spatialiser dans la 
cellule. Ce phénomène a été mis en évidence via l’étude de systèmes modèles tels que le 
bourgeonnement de S. cerevisiae, le transport dendritique dans les neurones et 
l’embryogenèse de drosophile (Marchand et al., 2012). Par exemple, des études à large 
échelle menées chez la drosophile ont montré que plus de 71% des 3370 ARNm analysés sont 
localisés dans des compartiments différents à l’intérieur de l’embryon précoce. Cette étude a 
permis d’identifier plusieurs douzaines de nouveaux granules d’ARN sub-cellulaires dans 
l’embryon de drosophile (Lécuyer et al., 2007). Ce concept de spatialisation cytoplasmique 
des mRNP implique la reconnaissance d’éléments de localisation (appelé aussi zipcodes) 
produits par des structures secondaires dans l’ARNm (Jambhekar and Derisi, 2007). La 
spatialisation est influencée par plusieurs processus tels que le transport actif des mRNP via le 
cytosquelette et ses protéines moteurs, des phénomènes d’ancrage local, et la stabilisation 
spatialement sélective de l’ARNm. Un modèle de transport intégrant ces mécanismes 
concerne l’ARNm nanos chez la drosophile, synthétisé par les cellules nourricières et 
transporté vers l’ovocyte où sa localisation est restreinte au pôle postérieur (Forrest and 
Gavis, 2003). Dans l’embryon précoce, nanos non localisé est déadénylé par le complexe 
CCR4-NOT et dégradé via une voie dépendante des piARN, alors que la fraction postérieure 
(4%) est transportée au niveau des centrosomes des noyaux des cellules polaires par un 
processus utilisant les microtubules et la dynéine comme moteur (Lerit and Gavis, 2011; 
Rouget et al., 2010). Un autre exemple bien caractérisé de transport actif concerne la 
localisation de l’ARNm ASH1 vers le bourgeon de la levure S. cerevisiae. ASH1 est en effet 
transporté sur les filaments d’actine par Myo4, une protéine moteur de type Myosine V 
(Bertrand et al., 1998; Long et al., 2000). Des situations similaires ont été décrites dans les 
neurones de mammifères, lors du processus d’adressage dendritique des mRNP utilisant les 
dynéines et kinésines comme moteurs le long des microtubules (Dictenberg et al., 2008; 
Fallini et al., 2011). Cette régulation très fine du trafic et de la spatialisation des ARNm induit 
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leur traduction localisée à l’intérieur de la cellule, et semble permettre de réguler directement 
la distribution des protéines dans la cellule. 
II. Couplage entre la synthèse et la dégradation des ARNm 
A travers cette première partie, il a été mis en lumière combien l’expression d’un gène 
s’avère être un processus complexe, finement orchestré par un vaste réseau d’interaction entre 
l’ARNm, des facteurs de liant à l’ARN et des ARN non codant. D’un point de vue général, 
cet aperçu des mécanismes généraux de l’expression des gènes illustre l’importance des 
processus transcriptionnels et co-transcriptionnels dans la détermination du destin 
cytoplasmique des ARNm eucaryotes. Ainsi l’abondance d’un ARNm résulte de l’équilibre 
existant entre son taux de synthèse/maturation dans le noyau, et sa stabilité post-
transcriptionnelle dans le cytoplasme. Depuis plusieurs années, un nombre croissant de 
travaux ont été publiés concernant l’existence de phénomènes de couplage entre la 
transcription et la dégradation cytoplasmique des ARNm. Dans le chapitre qui suit, les 
principales observations décrivant ce processus émergents sont abordées afin de déchiffrer les 
bases de ce nouveau modèle de régulation de l’expression des gènes eucaryotes. 
A. Couplage à l’échelle globale 
Le concept de couplage synthèse/dégradation des ARNm a été démontré à l’échelle globale 
du transcriptome. Généralement, la plupart des travaux portant sur la régulation des gènes ne 
distinguent pas la contribution de chaque processus et quantifient l’abondance des transcrits 
dans un état d’équilibre résultant de leurs taux de synthèse et de dégradation. Les études 
transcriptomiques décrivant ce phénomène ont donc en commun le fait de dissocier le taux de 
production des ARNm de leur taux de dégradation. Par exemple, des analyses en présence ou 
non d’actinomycine D, une molécule qui bloque la transcription, ont été réalisées chez S. 
cerevisiae pour mesurer les taux de synthèse et de dégradation des ARNm à l’échelle globale 
en réponse à différents stimuli. Les cinétiques d’induction génique et de dégradation post-
transcriptionnelle ont ainsi été comparées lors de deux types de stress : l’un induisant une 
réponse adaptative rapide et transitoire (stress oxydatif), l’autre provoquant une réponse lente 
et durable (dommages à l’ADN). Dans la réponse rapide et transitoire au stress, les transcrits 
de gènes activés sont produits rapidement et fortement mais paradoxalement très vite 
dégradés. Inversement lors d’une réponse lente et durable au stress, les ARNm s’accumulent 
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lentement et s’avèrent très stables au niveau post-transcriptionnel. Ces résultats indiquent 
l’existence d’interactions entre les mécanismes de production et de dégradation des ARNm et 
que des modes différentiels de connexion permettent de moduler la cinétique d’induction des 
gènes (Shalem et al., 2011, 2008). 
D’autres études ont rapporté ce phénomène de coordination globale chez les levures S. 
cerevisiae et  S. pombe, ainsi que chez les mammifères lors de l’induction des gènes 
immunitaires et pro-inflammatoires (Elkon et al., 2010; Molin et al., 2009; Rabani et al., 
2011; Sun et al., 2012). Le fait que des réponses transcriptionnelles rapides s’accompagnent 
de forces opposées de dégradation des transcrits s’avèrent être un avantage pour la cellule 
eucaryote, particulièrement lors de la réponse à un stress. L’activité d’un large spectre de 
gènes doit en effet être coordonnée et optimisée tout au long des phases d’induction 
transcriptionnelle, d’adaptation et le retour à une situation normale (Shalem et al., 2008). 
Par ailleurs, des phénomènes de co-régulation et de rétrocontrôle mutuel entre la transcription 
et la dégradation ont été rapportés chez la levure S. cerevisiae et la souris (Helenius et al., 
2011; Sun et al., 2012). En effet, l’atténuation du taux de transcription via des mutations dans 
l’ARN polymérase II diminue en même temps le taux de dégradation des ARNm. A l’inverse, 
l’augmentation des taux de transcription augmente la vitesse de dégradation des ARNm. Ces 
observations suggèrent l’existence de mécanismes de coordination et de compensation 
permettant de réguler l’abondance globale des ARNm.
B. Coordination liée au promoteur  
De manière intéressante, Enssle et ses collaborateurs ont décrit dans des cellules humaines 
pour la première fois en 1993 un phénomène de régulation de la dégradation d’un ARNm 
directement influencé par le promoteur. Les auteurs ont montré que le remplacement du 
promoteur du gène de la ?-globine par le promoteur du gène codant la thymidine kinase d’un 
virus Herpes simplex modifie fortement le devenir post-transcriptionnel de l’ARNm 
synthétisé, indépendamment de la quantité absolue et de la cinétique d’accumulation de 
l’ARNm (Enssle et al., 1993). Bien que les bases mécanistiques de ce phénomène demeurent 
encore mal comprises, ces données suggèrent l’implication des promoteurs dans la régulation 
de la stabilité des ARNm chez l’humain. 
Chez la levure, un promoteur conventionnel est composé d’un élément promoteur de base et 
d’une séquence activatrice en amont appelée UAS (Upstream Activating Sequence), 
contenant habituellement des éléments de fixation pour des facteurs de transcription 
(Guarente, 1988). En 2011, deux études ont été publiées conjointement dans la revue Cell
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démontrant que les promoteurs et les éléments UAS contribuent à la régulation de la stabilité 
des ARNm (Bregman et al., 2011; Trcek et al., 2011). A. Bregman et ses collaborateurs ont 
ainsi démontré que l’UAS présent dans le promoteur du gène RPL30 confère une demi-vie 
plus courte au transcrit Rpl30, altérant sa cinétique de dégradation. Cette séquence UAS 
s’avère être un élément de fixation pour le facteur de transcription Rap1p, que les auteurs 
décrivent comme nécessaire pour induire la dégradation de l’ARNm. Le facteur Rap1p via sa 
fixation sur le promoteur stimule donc à la fois la synthèse et la dégradation d’une population 
spécifique d’ARNm endogènes (Bregman et al., 2011). Indépendamment, T. Trcek et ses 
collaborateurs ont montré qu’un promoteur peut influencer la stabilité de ses transcrits de 
façon dépendante du cycle cellulaire. Les auteurs se sont focalisés sur les gènes SWI5 et 
CLB2, régulateurs de la progression mitotique, et dont les ARNm présentent une forte stabilité 
dans les étapes précoces du cycle cellulaire, puis sont brutalement dégradés après le passage 
en mitose. Ces deux gènes sont co-régulés via un promoteur et des facteurs de transcription 
communs. Leur résultats montrent que le facteur Dbf2p est recruté sur les promoteurs SWI5 et 
CLB2, chargé co-transcriptionnellement sur les ARN naissants, et exporté avec les ARNm 
vers le cytoplasme où il va réguler leur cinétique de dégradation en fonction du cycle 
cellulaire (figure 20). Ce contrôle de la dégradation par le promoteur permet ainsi à la cellule 
de coordonner l’expression d’un groupe de gènes présentant des promoteurs similaires. Par 
exemple, les gènes SWI5 et CLB2 partagent la séquence de leurs promoteurs avec 33 autres 
gènes, tous impliqués dans la transition G2/M (Trcek et al., 2011). Cette coordination entre 
synthèse et dégradation des ARNm au sein d’un groupe de gènes pourrait permettre 
l’oscillation de leur expression nécessaire à l’enchainement des phases du cycle cellulaire. Les 
Figure 20 : Modèle de coordination entre la synthèse et la dégradation des ARNm SWI5 et CLB2 
chez S. cerevisiae. Dbf2p est recruté par un facteur de transcription (FT) sur les promoteurs SWI5 et 
CLB2 au niveau de la séquence UAS et est transféré co-transcriptionnellement sur les ARNm SWI5 et 
CLB2. Après export, ces ARNm sont stabilisés jusqu’en prométaphase où un signal de dégradation induit 
le recrutement par Dbf2p de la machinerie de déadénylation et de dégradation des ARNm SWI5 et CLB2 
(complexe CCR4-NOT). 
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facteurs Dbf2p et Rap1p constituent le stéréotype d’une nouvelle classe de facteurs 
coordinateurs dont le recrutement au niveau d’un promoteur stimule à la fois la synthèse et la 
dégradation des ARNm. Par ailleurs, des données bioinformatiques publiées récemment 
montrent qu’à l’échelle globale chez la levure, les gènes partageant des promoteurs communs 
ou analogues présentent des profils de stabilité de leurs ARNm similaires. Cette corrélation 
est également retrouvée dans les cellules de mammifères (Dori-Bachash et al., 2012). 
C. Le concept d’empreinte transcriptionnelle 
L’existence de « coordinateurs ARN » capable de réguler l’ARNm de sa synthèse jusqu’à sa 
dégradation est au centre du concept d’ « empreinte transcriptionnelle » déposée sur l’ARNm 
lors de la transcription (Choder, 2011). L’exemple le mieux caractérisé actuellement concerne 
le module Rpb4/7 de l’ARN polymérase II chez la levure. L’ARN polymérase II est 
composée de 12 sous-unités (Rbp1–Rbp12) (Young, 1991). L’étude de sa structure 
cristallographique a révélé l’existence de deux modules distincts pouvant se dissocier 
(Armache et al., 2005; Jasiak et al., 2008). Le premier, comprenant dix sous-unités, constitue 
la base de l’activité catalytique du complexe. Le deuxième est constitué par un hétérodimère 
Rpb4–Rpb7 qui s’avère indispensable au processus d’initiation de la transcription, mais 
également au recrutement des facteurs de maturation de l’extrémité 3’ de l’ARN et au choix 
du site de polyadénylation (Edwards et al., 1991; Orlicky et al., 2001; Runner et al., 2008). 
Deux études ont montré que le module Rpb4/7 se dissocie de la polymérase II pendant la 
phase d’élongation pour s’associer avec le transcrit naissant et réguler les étapes ultérieures de 
du cycle de l’ARNm. Le module Rpb4/7 est en effet impliqué dans le contrôle des processus 
d’export, de dégradation dans les sens 3’?5’ et 5’?3’, et d’initiation de la traduction des 
ARNm via son interaction avec eIF3 (Harel-Sharvit et al., 2010; Lotan et al., 2007, 2005; 
Selitrennik et al., 2006).  
Des mutants fonctionnels de l’ARN polymérase II présentant une faible affinité pour le 
module Rpb4/7 ont été isolés chez la levure. Leur analyse a mis en évidence une diminution 
de l’interaction de Rpb4/7 avec les ARNm, associée à d’importantes altérations des processus 
de déadénylation des ARNm et d’initiation de la traduction (Goler-Baron et al., 2008; Shalem 
et al., 2011). Des études transcriptomiques réalisés sur ces souches de levures mutantes 
démontrent la présence d’importants problèmes de dégradation des ARNm à l’échelle globale, 
particulièrement lors de la réponse au stress (Shalem et al., 2011). L’ensemble de ces travaux 
mettent en évidence le rôle essentiel de l’ARN polymérase II et de son module Rpb4/7, 
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véritable empreinte transcriptionnelle, dans la régulation du destin cytoplasmique des ARNm 
(figure 21).  
Bien que le rôle coordinateur de la machinerie transcriptionnelle n’ait pas été formellement 
montré chez les métazoaires, des travaux ont décrit le recrutement de RBP sur les ARNm 
naissants de façon dépendante de la machinerie transcriptionnelle et régulant la dégradation 
dans le cytoplasme. Par exemple, le groupe de M. Gorospe a démontré dans des cellules de 
mammifères que les proteines FMRP et hnRNPC se lient co-transcriptionnellement à l’ARNm 
APP (alpha-amyloid protein) pour réguler de manière compétitive la dégradation ou la 
traduction de l’ARNm. Le facteur FMRP (Fragile X-mental retardation protein) est déposé sur 
l’ARNm pendant la transcription et inhibe sa traduction en l’orientant vers les P-bodies, alors 
que hnRNPC se lie de manière compétitive au même niveau que FMRP et permet la 
traduction du transcrit (Kim et al., 2009; Lee et al., 2010).  
L’ensemble de ces résultats suggèrent que le mécanisme de couplage synthèse/dégradation 
des ARNm repose en grande partie sur l’ARN polymérase et son module Rpb4/7, ainsi que 
sur le recrutement de RBP sur le promoteur lors des phases d’initiation et d’élongation de la 
transcription. Bien que la machinerie de couplage ne soit pas totalement caractérisée, la liste 
des coordinateurs potentiels s’avère d’ores et déjà très importante (Haimovich et al., 2013). 
L’un des coordinateurs hypothétiques le plus suspecté d’être impliqué dans le couplage est le 
complexe CCR4-NOT. Sa caractérisation fonctionnelle chez l’humain a été au centre des 
Figure 21 : Modèle de régulation du destin cytoplasmique de l’ARNm par l’ARN pol II. Le module 
Rpb4/7 de l’ARN pol II est nécessaire à la transcription, puis se dissocie pour s’associer avec le transcrit 
et réguler son export. Dans le cytoplasme, Rpb4/7 régule l’initiation de la traduction via son interaction 
avec eIF3, mais également la dégradation de l’ARNm en recrutant le facteur Pat1 qui s’associe au 
complexe Lsm1-7. Rpb4/7 régule également la déadénylation de l’ARNm et induit la dégradation de 
l’ARNm par les deux voies 5’-3’ et 3’-5’. 
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recherches menées pendant mon doctorat. La section suivante aborde le rôle central du 
complexe CCR4-NOT dans la régulation de l’expression des gènes eucaryotes. 
III. Le complexe CCR4-NOT 
A. Le cœur du complexe 
De la levure jusqu’aux mammifères, la composition du complexe CCR4-NOT est très 
conservée (Collart and Panasenko, 2012). Chez la levure, la structure de base contient neuf 
sous-unités : Not1, Not2, Not3, Not4/Mot2, Not5, Caf130, Caf40, Pop2/Caf1 et CCR4 
(tableau 2), qui s’assemblent pour former un complexe de 0,9-1,2 MDa. Ce complexe coexiste 
dans la cellule avec une version minoritaire de 1,9-2 MDa contenant les sous-unités Dhh1, 
Ddf2, Caf4 et Btt1 (Bai et al., 1999a; H. Y. Liu et al., 1998). Des complexes de poids 
moléculaires identiques ont été détectés dans des extraits cellulaires humains (Gavin et al., 
2002; Morel et al., 2003). Le complexe CCR4-NOT de 0,9-1,2 MDa constitue probablement 
le cœur minimal, alors que celui de 1,9-2 MDa correspond à un ensemble de versions 
composées des sous-unités de base associées à différentes combinaisons de protéines 
partenaires.  
Ces neuf sous-unités sont retrouvées chez tous les eucaryotes, avec toutefois quelques 
exceptions. Notamment, le génome de la drosophile ne semble pas posséder de gènes codant 
pour CAF130. Un autre exemple concerne les protéines Not3 et Not5 qui présentent un taux 
de similarité de 44% au niveau de leur domaine coiled-coil N-terminal chez la levure. Chez 
l’humain et la drosophile, il n’existe qu’un seul gène codant une protéine similaire aux 
domaines N-terminal de Not3 et Not5, et qui est appelée CNOT3 (Albert et al., 2000; Temme 
et al., 2004). Récemment, la protéine humaine C2ORF29/CNOT11 a été identifiée comme un 
nouveau membre du complexe après purification et analyse en spectrométrie de masse. Chez 
la drosophile et les mammifères, C2ORF29/CNOT11 s’associe à CNOT10 pour un former un 
module distinct non retrouvé chez la levure (Bawankar et al., 2013, p. 29; Mauxion et al., 
2013, p. 29). 
Les premières fonctions du complexe CCR4-NOT ont été élucidées via des analyses 
génétiques de souches de levures mutantes, lors de cribles ayant pour but de caractériser de 
nouveaux régulateurs de l’expression génique et de la croissance cellulaire. Ainsi Not1 et 
Not2 ont été identifiées lors de cribles génétiques sur des mutants présentant un arrêt du cycle 
cellulaire en G1 (Reed, 1980). D’autres analyses génétiques ont ensuite conduit à la 
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caractérisation de Not1, Not2 et Not4 en tant que régulateurs de la croissance des levures de 
manière dépendante du type sexuel via l’augmentation de l’expression des gènes de réponse 
aux phéromones (de Barros Lopes et al., 1990; Mösch and Fink, 1997). Le facteur Ccr4 
(Catabolite Carbon Repressor 4) a initialement été découvert pour son rôle dans l’activation 
du gène ADH2 en présence d’une source de carbone non-fermentative (Denis and Malvar, 
1990; Denis, 1984). De même, la sous-unité Pop2 (PGK promoter directed over production), 
également appelée Caf1 (CCR4-associated factor 1) a été mise en évidence chez la levure lors 
de l’analyse de mutants ne réprimant plus l’expression de la phosphoglycérate kinase (PGK) 
dans un milieu dépourvu de glucose (Sakai et al., 1992). Les premières caractérisations d’un 
mécanisme moléculaire ont été révélées par Collart et Struhl en 1994 dans une étude de 
criblage de mutants présentant une augmentation de l’expression du gène HIS3 dont le 
promoteur ne possède pas de boîte TATA. Ces travaux ont identifié les facteurs NOT 
(Negative On TATA-less) comme des répresseurs spécifiques de la transcription 
indépendante de la boîte TATA (Collart and Struhl, 1994). Ces cribles génétiques chez la 
levure ont ainsi ouvert la voie à plus d’une décennie d’études biochimiques et génétiques, 
identifiant le complexe CCR4-NOT comme un acteur majeur de la régulation de l’expression 
des gènes. 
B. Structure du complexe 
L’ensemble des connaissances concernant la structure globale et les interactions au sein du 
complexe CCR4-NOT proviennent d’expériences de double-hybride et de co-
Tableau 2. Orthologues et homologues du complexe CCR4-NOT   
S. cerevisiae D. melanogaster H. sapiens Domaine/famille 
Not1 Not1 CNOT1   
Not2 Not2 CNOT2   
Not3 Not3 CNOT3   
Not4 Not4 CNOT4 RING E3 Ligase 
Not5       
Ccr4 twin/CCR4 CNOT6/CCR4a EEP, LRR 
    CNOT6L/CCR4b EEP, LRR 
Pop2/Caf1 POP2 CNOT7/CAF1a DEDD 
    CNOT8/POP2/CAF1b/CALIF DEDD 
Caf40 CAF40 CNOT9/hRcd1   
Caf130   CNOT10   
Dhh1 Me31B Rck/p54/DDX6 DEAD-box 
  C2ORF29/CNOT11 C2ORF29/CNOT11   
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immunoprécipitation chez la levure. De nombreux travaux ont ainsi montré que Not1 forme 
un véritable échafaudage structural autour duquel s’articulent les sous-unités du complexe 
associées en modules distincts (Collart and Panasenko, 2012) (figure 22A). Not1 est en effet 
la sous-unité la plus volumineuse (240 kDa) du complexe. Elle recrute la protéine Caf1/Pop2, 
qui est elle-même nécessaire au recrutement de Ccr4 pour former le « module déadénylase » 
du complexe (Tucker et al., 2002a). L’extrémité C-terminale de Not1 interagit avec Not2, 
Not3, Not4 et Not5 pour former le « module NOT » (Bai et al., 1999b; Deluen et al., 2002). 
Not2/CNOT2, la plus petite sous-unité, est indispensable au maintien de la stabilité du 
complexe CCR4-NOT (Ito et al., 2011; Russell et al., 2002). En double-hybride, la sous-unité 
Not3/CNOT3 interagit uniquement avec Not2/CNOT2, suggérant un rôle crucial de 
Not2/CNOT2 dans la structuration du module NOT (Ito et al., 2011). Concernant la sous-
unité Not4/CNOT4, elle est stablement associée au complexe chez la levure, mais pas chez la 
drosophile et l’humain où cette association physique avec le complexe n’est pas formellement 
démontrée (Jeske et al., 2006; Lau et al., 2009; Panasenko and Collart, 2011). Caf130 est la 
sous-unité la plus large après Not1, son rôle est inconnu mais elle s’avère indispensable à 
l’intégrité du complexe (Azzouz et al., 2009b). En plus du module de déadénylation dans la 
partie centrale de Not1 et du module  NOT en C-terminal, un troisième module a été identifié 
à l’extrémité N-terminale, constitué des protéines CNOT10 et C2ORF29/CNOT11 (Bawankar 
et al., 2013; Mauxion et al., 2013).  
La forme globale du complexe a été révélée récemment par des analyses en microscopie 
électronique après purification chez la levure suite à une étape de « cross-linking » sur un 
gradient de glycérol (Nasertorabi et al., 2011). L’analyse a révélé un complexe globalement 
structuré en forme de « L » avec deux bras de longueur similaire (figure 22B). Ce type 
d’analyse microscopique ne permet toutefois pas de caractériser l’agencement des sous-unités 
au sein du complexe. Un degré de résolution supérieur a été obtenu très récemment avec la 
publication de deux études cristallographiques sur l’interaction entre Not1 et les déadénylases 
Caf1 et Ccr4 chez la levure et l’humain (Basquin et al., 2012; Petit et al., 2012). Les deux 
analyses montrent que la partie centrale de Not1 possède un domaine MIF4G reconnaissant 
Caf1, qui à son tour se lie au domaine LRR de Ccr4. Dans cette configuration, les sites 
catalytiques des déadénylases s’avèrent être complètement accessibles à leur substrat ARN. 
De nouvelles études cristallographiques devraient voir le jour prochainement afin de mettre en 
évidence la structuration des modules NOT et CNOT10-CNOT11. 
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C. Fonctions du complexe 
1) Modifications des histones 
L’implication de CCR4-NOT dans la régulation des modifications post-traductionnelles des 
histones a particulièrement été décrite chez la levure. Plusieurs publications démontrent le 
rôle des protéines Not, et notamment Not4, dans l’activation de la triméthylation de la lysine 4 
de l’histone H3 (H3K4me3) (Laribee et al., 2007; Mulder et al., 2007a). La délétion de Not4, 
mais pas de Caf1 et Ccr4, induit une diminution globale de H3K4me3. Cet effet s’avère 
reposer sur l’activité ubiquitine ligase E3 de Not4 qui catalyse la polyubiquitylation et la 
dégradation de Jdh2, principale déméthylase de H3K4me3 chez la levure. Ce mécanisme 
semble être conservé chez les mammifères puisque CNOT4 régule également la 
polyubiquitylation de JARID1C, principale homologue de Jhd2 chez l’humain (Albert et al., 
2002a; Laribee et al., 2007; Mersman et al., 2009). Une autre sous-unité du complexe a été 
impliquée dans la régulation de la méthylation des histones. En effet la protéine humaine 
CAF1/CNOT7 régule négativement la méthylation de l’arginine 3 de l’histone H4 (H4R3me) 
via son interaction avec l’arginine méthyltransférase PRMT1 (Robin-Lespinasse et al., 2007). 
L’homologue de PRMT1 chez la levure, Hmt1, est également détecté dans le complexe, mais 
aucune donnée concernant la régulation d’H4R3 n’a été publiée (Kerr et al., 2011).  
En plus de la méthylation, plusieurs études démontrent l’implication de CCR4-NOT dans la 
modulation de l’acétylation des histones H3 et H4. Un crible effectué à partir de 4848 souches 
Figure 22 : Organisation structurale du complexe CCR4-NOT. A) Schéma récapitulatif des interactions 
au sein du complexe montrant l’organisation en modules des sous-unités autour de NOT1. B) Modélisation 
de la structure globale du complexe CCR4-NOT (extrait de Nasertorabi et al., 2011). L’analyse en 
microscopie électronique du complexe purifié révèle une forme globalement structurée en L. La position des 
sous-unités est arbitrairement basée sur des considérations bibliographiques et de taille, la résolution de la 
microscopie électronique ne permettant pas de les identifier précisément.  
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de levures mutantes a été réalisé pour identifier des nouveaux régulateurs de l’acétylation des 
histones. Une diminution du niveau global de l’acétylation de l’histone H3 a ainsi été 
observée dans les souches ?Ccr4, ?Not4 et ?Not5 (Peng et al., 2008). Ce phénotype peut 
s’expliquer par le fait que des interactions génétiques et physiques ont été décrites entre 
CCR4-NOT, particulièrement Not2, et le complexe histone acetyl-transférase SAGA (Benson 
et al., 1998; Biswas et al., 2006; Collart, 1996). Bien que la plupart de ces observations 
proviennent de la levure, l’ensemble des acteurs épigénétiques sur lesquels agit le complexe 
CCR4-NOT présentent des homologues chez les métazoaires, suggérant la conservation de ce 
phénomène au niveau évolutif. 
2) Initiation de la transcription 
En parallèle de son implication dans les processus épigénétiques, de nombreux travaux 
décrivent un rôle de CCR4-NOT dans l’initiation de la transcription. Cette étape chez la 
levure est dépendante soit du facteur TFIID, soit du complexe SAGA, les deux permettant de 
recruter la protéine TBP sur le promoteur (Huisinga and Pugh, 2004). Plusieurs sous-unités 
présentent des interactions physiques et génétiques avec cette machinerie d’initiation. Chez la 
levure, il a été décrit que le complexe CCR4-NOT s’associe à TFIID et SAGA sur les 
promoteurs afin de contrôler le recrutement de TBP (Biswas et al., 2006; Deluen et al., 2002; 
Lemaire and Collart, 2000; Lenssen et al., 2005). Cette association dépend de la présence ou 
non de la boîte TATA sur le promoteur et permet de réguler positivement et négativement la 
transcription, en particulier celle des gènes de réponse au stress. Ainsi CCR4-NOT, via Not2 
et Not5, est nécessaire à l’expression dépendante de TFIID du gène RNR3, et est recruté sur le 
promoteur et les séquences codantes lors de l’activation génique (Kruk et al., 2011; Mulder et 
al., 2005). En parallèle, les analyses transcriptomiques utilisant des mutants de CCR4-NOT 
suggèrent que son activité est prédominante au niveau des gènes dont l’expression est 
dépendante de SAGA (Azzouz et al., 2009b; Cui et al., 2008). Des expériences 
d’immunoprécipitation de chromatine suivie de séquençage (ChIP-seq) ont permis de mettre 
en évidence la présence de la sous-unité Pop2/Caf1 de CCR4-NOT au niveau des promoteurs 
et des séquences transcrites des gènes spécifiquement régulés par SAGA (Venters et al., 
2011).  
Le rôle de CCR4-NOT dans la transcription a également été montré chez les métazoaires, 
particulièrement lors de l’activation transcriptionnelle associée aux récepteurs nucléaires et à 
la signalisation hormonale. Les premières observations de ce phénomène proviennent du fait 
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que la surexpression de CCR4 et CAF1 dans des cellules humaines augmente la 
transactivation du récepteur au oestrogènes ER? (Morel et al., 2003). Une autre étude a 
ensuite démontré le rôle des sous-unités CCR4 et RCD1 (yCaf40) dans l’activation 
transcriptionnelle associée aux récepteurs à l’acide rétinoïque (RAR), aux hormones 
thyroïdiennes (TR), aux glucocorticoïdes (GR) et aux oestrogènes (ER?), de manière 
dépendante du ligand (Garapaty et al., 2008). De la même façon, les cellules murines 
invalidées pour l’expression de CAF1/CNOT7 présentent une inhibition de l’activation 
transcriptionnelle dépendante du récepteur aux rétinoïdes (RXR). La base de ce phénomène 
semble reposer sur l’interaction de CAF1/CNOT7 avec RXR?, régulant la fixation du 
récepteur sur ses séquences cibles (Nakamura et al., 2004). De manière intéressante, les souris 
Cnot7 -/- présentent des troubles de la fertilité chez le mâle, caractérisés par une oligo-
asthéno-tératozoospermie (Berthet et al., 2004; Nakamura et al., 2004). Les auteurs de l’étude 
ont proposé que ce phénotype pouvait potentiellement s’expliquer par une perturbation de 
l’activation transcriptionnelle associée à la signalisation des récepteurs hormonaux 
(Nakamura et al., 2004). En plus de ce rôle de co-activateurs de CCR4-NOT, plusieurs études 
du groupe de M. Timmers décrivent également qu’une fonction de répresseur transcriptionnel 
est associé à CCR4-NOT. Ainsi l’activation génique dépendante du récepteur ER? est 
réprimée par la surexpression de CNOT1 ou CNOT2, et peut être restaurée par l’ajout de 
molécules inhibant les histones déacétylases (HDAC) ou par l’invalidation du complexe co-
répresseur SMRT/NCoR. De la même façon, l’invalidation des protéines humaines CNOT1 
ou CNOT3 augmentent l’expression des gènes de réponse aux oestrogènes. (Jayne et al., 
2006; Winkler et al., 2006; Zwartjes et al., 2004). Dans ce sens, CCR4-NOT semble réprimer 
l’activation transcriptionnelle en agissant directement au niveau des promoteurs puisque les 
sous-unités CNOT1, CNOT3 et POP2 sont détectées en ChIP au niveau des sites de fixation 
de l’ARN pol II (Winkler et al., 2006). De nombreuses données se sont ainsi accumulées 
quant au rôle du complexe CCR4-NOT dans l’activation ou la répression transcriptionnelle 
liée à la signalisation hormonale. Bien que le mécanisme d’action demeure mal compris, le 
lien entre CCR4-NOT et l’orchestration des modifications post-traductionnelles des histones 
pourraient être à la base de ce phénomène. 
3) Elongation de la transcription 
L’implication de CCR4-NOT dans le contrôle de l’élongation de l’ARN pol II a fait l’objet 
d’un intérêt relativement tardif. Les données initiales proviennent d’analyses génétiques et 
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phénotypiques des mutants du complexe CCR4-NOT chez la levure. Plusieurs travaux ont 
montré la présence d’interactions létales entre les mutations de CCR4-NOT et les mutations 
affectant les facteurs d’élongation TFIIS, FACT, DSIF et Paf1c (Biswas et al., 2006; Denis et 
al., 2001). Paf1c est un complexe très conservé qui s’associe à l’ARN pol II du promoteur 
jusqu’à la formation de l’extrémité 3’ de l’ARN pour réguler son élongation (Jaehning, 2010). 
Plusieurs sous-unités de Paf1c ont été détectées au sein d’un complexe contenant l’ARN pol 
II et des membres du complexe CCR4-NOT (Chang et al., 1999). Le développement de 
techniques d’analyse du processus d’élongation telles que le GLAM (gene length-dependent 
accumulation of mRNA) utilisant le gène rapporteur LacZ ont permis de mieux comprendre 
l’implication de CCR4-NOT dans l’élongation (Morillo-Huesca et al., 2006). Ainsi les 
extraits préparés à partir de mutants Not5? s’avèrent incapables d’assurer la transcription d’un 
long gène LacZ in vitro (Gaillard et al., 2009). Une étude approfondie menée par le groupe de 
J. Reese a permis de mettre en évidence que la délétion des sous-unités Ccr4, Not4 ou Dhh1 
perturbe la processivité de l’ARN pol II (Kruk et al., 2011). Cette même étude a également 
démontré l’association de CCR4-NOT avec les régions codantes de plusieurs gènes de levure 
mais pas avec les régions régulatrices en amont, suggérant un recrutement dépendant de la 
transcription et l’ARN pol II. Des expériences de reconstruction in vitro de l’élongation 
utilisant des complexes CCR4-NOT et ARN pol II purifiés ont montré que CCR4-NOT 
Figure 23 : Implications du complexe CCR4-NOT dans le contrôle de la transcription chez la 
levure. A) Modifications post-traductionnelles des histones. CCR4-NOT régule H3K4me3 via la sous-
unité NOT4 qui ubiquitinyle l’histone déméthylase Jhd2 et induit sa dégradation. CCR4-NOT régule aussi 
l’acétylation de H3 et H4 via son interaction avec le complexe SAGA. B) L’initiation de la transcription. 
CCR4-NOT régule le recrutement de TBP au niveau du promoteur pour former le PIC, principalement en 
s’associant au complexe SAGA et possiblement avec TFIID en fonction des promoteurs. C) Contrôle de 
l’élongation. CCR4-NOT s’associe au complexe d’élongation, et notamment Pat1C, pour réguler la 
processivité de l’ARN pol II.
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interagit avec le complexe d’élongation formé sur la matrice ADN à transcrire et est capable 
de débloquer l’ARN pol II lors d’un arrêt anormal de la transcription (Kruk et al., 2011). Bien 
qu’un nombre croissant d’études s’intéressent au lien entre CCR4-NOT et l’élongation, le 
mécanisme d’action au sein de ce processus demeure mal compris, et notamment la 
connexion avec son rôle dans l’initiation de la transcription et la régulation épigénétique.  
4) Contrôle qualité des ARN nucléaire et export 
En aval de l’implication du complexe CCR4-NOT dans la synthèse des ARNm, des travaux 
font état d’un rôle potentiel dans le contrôle qualité et la surveillance nucléaire des ARNm. 
Comme évoqué dans le paragraphe I. C. 3, le complexe CCR4-NOT est associé dans le noyau 
à des sous-unités de l’exosome nucléaire et du complexe de polyadénylation TRAMP 
(Trf4/Air/Mtr4p) chez la levure (Azzouz et al., 2009a). Les mutants CCR4-NOT présentent 
également une interaction létale avec les mutants de l’exosome, et ces deux types de 
déficiences conduisent à des accumulations nucléaires d’ARN non codants (ARNt, ARNr, 
snARN et snoARN) polyadénylés disposant d’anomalies de maturation (Assenholt et al., 
2011b; Azzouz et al., 2009a; LaCava et al., 2005; Petfalski et al., 1998). Une étude récente a 
montré que le complexe CCR4-NOT est nécessaire à la localisation des ARN anormalement 
maturés au niveau de leur site de transcription, suggérant une fonction de rétention des ARNm 
aberrants par CCR4-NOT pour éviter leur export et recruter l’exosome (Assenholt et al., 
2011b).  
En parallèle, plusieurs données suggèrent un rôle du complexe dans l’export de l’ARNm vers 
le cytoplasme. Les sous-unités Not5, Ccr4 et Caf1/Pop2 sont retrouvées associées aux 
facteurs d’export Nab2 et Hrp1, ainsi qu’à des composants de la face nucléaire du pore NPC 
chez la levure (Kerr et al., 2011). Cette association avec la machinerie d’export est régulée par 
l’activité arginine méthyl-transférase de Hmt1, homologue de levure de la protéine PRMT1 
décrite comme un partenaire de CAF1/CNOT7 dans les cellules humaines (Robin-Lespinasse 
et al., 2007). Par ailleurs, cette association dans les cellules humaines a pour conséquence de 
réguler positivement la méthylation de Sam68, une RBP nécessaire à la maturation et à 
l’export des ARN. Dans la mesure où la méthylation de Sam68 régule directement sa fixation 
au transcrit et sa localisation vers le cytoplasme, l’association CAF1-PRMT1 apparaît 
potentiellement comme un évènement central du processus d’export (Côté et al., 2003). Des 
études de purification du complexe humain CCR4-NOT suivies d’analyses protéomiques en 
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spectrométrie de masse ont également mis en évidence que la plupart des sous-unités de 
CCR4-NOT sont associées aux facteurs NUP (nuclear pore complex protein), constituants 
majeurs du NPC humain exposés sur la face nucléaire du pore (Lau et al., 2009). Bien qu’il 
n’existe pas d’analyses fonctionnelles du rôle de CCR4-NOT dans le processus d’export, 
l’ensemble de ces données fait émerger un modèle dans lequel le complexe CCR4-NOT 
pourrait jouer un rôle coordinateur dans le contrôle qualité et la prise en charge des ARNm 
par la machinerie d’export. 
5) Contrôle qualité et dégradation des protéines 
Le complexe CCR4-NOT a été décrit dans les processus d’ubiquitylation des protéines et de 
dégradation protéasomale. La conjugaison d’un groupement ubiquitine sur une protéine cible 
régule notamment sa dégradation ou son activité et requiert l’activité consécutive de trois 
enzymes. L’ubiquitine est d’abord chargée sur une enzyme activatrice E1 dépendante de 
l’ATP, puis est activée par une enzyme de conjugaison E2, et est enfin attachée à son substrat 
protéique par une E3 ubiquitine ligase (Hochstrasser, 1996). La sous-unité Not4/CNOT4 du 
complexe CCR4-NOT a été caractérisée comme possédant une activité E3 ubiquitine ligase à 
domaine RING conservée de la levure jusqu’aux métazoaires (Albert et al., 2002b; Mersman 
et al., 2009; Mulder et al., 2007b). UbcH5B a été identifiée comme l’enzyme E2 fonctionnant 
avec CNOT4 chez les mammifères, et Ubc4/Ubc5 avec Not4 chez la levure (Mulder et al., 
2007b; Winkler et al., 2004). Le premier substrat de Not4 a été décrit chez la levure et 
concerne le complexe associé au peptide naissant NAC (nascent associated polypeptide 
complex) composé d’un hétérodimère Egd1-Egd2. Il s’agit d’un complexe chaperon qui 
compose le tunnel de sortie du ribosome et se lie au peptide naissant pour le protéger (Rospert 
et al., 2002). Des travaux ont montré que plusieurs sous-unités de CCR4-NOT s’associent au 
NAC, dont Not4 qui catalyse l’ubiquitylation d’Egd1 et Egd2 lors d’un stress lié à une 
privation en glucose (Panasenko et al., 2006). L’ubiquitylation du NAC s’avère être un 
évènement important pour réguler sa stabilité, son association à la fois au ribosome et au 
protéasome, principale machinerie de dégradation des protéines polyubiquitylées (Panasenko 
et al., 2009). Cette double association du NAC avec le ribosome et le protéasome suggère un 
rôle dans le contrôle de la qualité des protéines nouvellement synthétisées. Par extension, 
Not4 via son activité enzymatique apparaît comme un acteur important de ce mécanisme de 
surveillance lors d’un stress. Dans ce sens, une étude a montré que la délétion de Not4 ou la 
mutation de son domaine RING stabilise les produits peptidiques habituellement dégradés par 
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le protéasome et issus d’une traduction aberrante, notamment lors de l’activation de la voie de 
surveillance Non-Stop (Dimitrova et al., 2009). En parallèle de ces données, plusieurs travaux 
décrivent l’existence de connexions physiques et fonctionnelles entre CCR4-NOT et le 
protéasome. La délétion de Not4 chez la levure a pour conséquences de perturber la structure 
protéosomale et de conduire à l’accumulation de protéines polyubiquitylées (Panasenko and 
Collart, 2011). Ce phénotype peut s’expliquer par le fait que Not4 interagit via son domaine 
RING avec la sous-unité protéosomale Rpt6, mais également du fait que l’intégrité du 
protéasome est dépendante de Not4 et d’autres sous-unités de CCR4-NOT (Laribee et al., 
2007; Panasenko and Collart, 2011). Bien que l’activité E3 ubiquitine ligase de Not4 soit 
conservée chez les métazoaires, l’implication du complexe CCR4-NOT dans le contrôle de la 
qualité traductionnelle et l’intégrité du protéasome n’a pas été montrée chez les métazoaires. 
6) Dégradation des ARNm 
(a) Le module « déadénylase »  
L’aspect le plus étudié et le mieux caractérisé du complexe CCR4-NOT concerne son 
implication dans la déadénylation des ARNm et leur dégradation. Comme évoqué dans le 
paragraphe I.C.a, la dégradation d’un transcrit commence avec la suppression de la queue 
poly(A) qui perturbe la circularisation de l’ARN et induit son decapping et sa dégradation par 
des exoribonucléases. De manière générale, CCR4-NOT contient deux déadénylases requises 
pour la dégradation des ARNm in vivo : Ccr4 et Caf1 (Benoit et al., 2005; Tucker et al., 
2002b, 2001). Sur la base d’homologies de séquences et d’activité enzymatique, Ccr4 a été 
répertorié dans la famille des déadénylases de type Exonucléase-Endonucléase-Phosphatase 
(EEP), alors que Caf1 appartient à la famille des nucléases de type DEDD, du nom des 
résidus aminoacides impliqués dans l’activité enzymatique (Bianchin et al., 2005; Daugeron 
et al., 2001; Draper et al., 1994; Thore et al., 2003; Wang et al., 2010). Chez la levure, Ccr4 
est décrite comme la principale déadénylase, Caf1 ne possédant qu’une très faible activité 
intrinsèque in vitro et in vivo (J. Chen et al., 2002b; Thore et al., 2003; Tucker et al., 2002b). 
Bien qu’essentielle à la dégradation des ARNm et à la croissance de la levure, Caf1 apparaît 
davantage requise dans le maintien de l’intégrité du complexe CCR4-NOT en connectant 
Ccr4 au reste des protéines Not, ainsi que dans le recrutement de CCR4-NOT sur les ARNm à 
dégrader  (Basquin et al., 2012; Goldstrohm et al., 2007, 2006). Par contraste, chez les 
métazoaires, CAF1 contribue significativement, voire de manière prédominante, à la 
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dégradation de la queue poly(A). Son activité déadénylase a été démontrée chez la drosophile, 
le xénope, la souris et l’homme (Bianchin et al., 2005; Cooke et al., 2010; Temme et al., 
2004; Viswanathan et al., 2004).  
Dans les cellules humaines, la protéine Ccr4 présente deux orthologues CCR4a/CNOT6 et 
CCR4b/CNOT6L. Plusieurs études ont montré le rôle redondant de ces deux facteurs vis-à-vis 
de la déadénylation et de leur présence dans le complexe CCR4-NOT, ainsi que leur capacité 
à réguler positivement la prolifération et la croissance cellulaire (Mittal et al., 2011b; Morita 
et al., 2007; Wang et al., 2010). De la même façon, Caf1 possède deux orthologues humains : 
CAF1/CNOT7 et POP2/CNOT8, dont les fonctions semblent également redondantes vis-à-vis 
de la déadénylation (Aslam et al., 2009). Afin d’analyser la composition et la diversité des 
déadénylases présentes au sein du complexe CCR4-NOT humain, le groupe de M. Timmers a 
réalisé la purification de chaque déadénylase de manière indépendante et analysé ses 
partenaires en spectrométrie de masse (Lau et al., 2009). Leur travaux montrent que 
CAF1/CNOT7 et POP2/CNOT8 sont présents dans des complexes CCR4-NOT distincts, et 
que seule une fraction minoritaire des complexes contenant POP2/CNOT8 est associée à 
CCR4, suggérant que le dimère POP2-CCR4 est moins stable que CAF1-CCR4. De même 
CCR4/CNOT6 et CCR4b/CNOT6L sont retrouvés associés à CAF1 dans CCR4-NOT de 
manière exclusive (Lau et al., 2009). L’existence de ces différentes déadénylases suppose la 
présence de nombreuses combinaisons de CCR4-NOT dans la cellule mammifère. 
(b) Recrutement de CCR4-NOT sur les ARNm 
L’activité déadénylase du complexe CCR4-NOT s’avère dégrader les queues poly(A) de 
manière sélective. Cette discrimination des ARNm repose sur l’action de protéines 
adaptatrices interagissant avec CCR4-NOT afin de recruter spécifiquement son activité sur les 
ARNm à dégrader. De nombreuses RBP reconnaissant généralement la région 3’UTR des 
ARNm ont été impliquées dans le contrôle de la déadénylation dépendante de CCR4-NOT. 
Chez la levure, Goldstrohm et Wickens ont fournis les premières évidences indiquant que les 
membres de la famille PUF (Pumilio fem binding factor), et notamment Puf5, recrute CCR4-
NOT sur l’ARN pour induire sa dégradation. Les auteurs ont ainsi décrit que l’interaction 
physique entre Puf5 et Caf1 est nécessaire au recrutement de Ccr4 sur l’ARNm HO, 
particulièrement lors de la réponse au stress (Goldstrohm et al., 2007, 2006; Hook et al., 
2007). Les RBP modulant l’adressage de CCR4-NOT sont cruciales lors du développement 
embryonnaire chez la drosophile. L’homologue de CCR4 joue en effet un rôle vital dans la 
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dégradation des queues poly(A) d’ARNm régulés au niveau développemental tels qu’Oskar, 
Smg, cyc-B et nanos. CCR4-NOT est ainsi spécifiquement recruté lors du développement 
précoce par les RBP Smaug et Bic-C (Chicoine et al., 2007; Zaessinger et al., 2006).  
Chez les mammifères, l’un des exemples les mieux étudiés concerne le rôle des membres de 
la famille BTG/TOB. Les six membres de cette famille (BTG1, BTG2/Tis21/PC3, 
BTG3/ANA, BTG4/PC3B, Tob1 et Tob2) sont caractérisés par leur activité anti-prolifératrice 
et la présence d’un domaine BTG N-terminal qui s’associe aux déadénylases CAF1 et POP2 
(Mauxion et al., 2009; Morel et al., 2003; Prévôt et al., 2001; Rouault et al., 1998). Ces 
facteurs activent la déadénylation d’une part en stimulant directement l’activité intrinsèque 
des déadénylases CAF1/POP2, comme le suggèrent des expériences de déadénylation in vitro
(Mauxion et al., 2008). D’autres parts, les BTG/Tob présentent des domaines C-terminaux 
très variables impliqués dans diverses interactions protéines-protéines. Ainsi le facteur Tob1 
interagit avec le domaine PAM2 de PABP afin de recruter le complexe CCR4-NOT sur les 
ARNm (Ezzeddine et al., 2007; Funakoshi et al., 2007) (figure 24A). Cette notion 
d’adaptateur a également été rapportée par des travaux montrant le rôle de Tob1 dans la 
connexion de CAF1 et CCR4-NOT à CPEB3 (cytoplasmic polyadenylation element-binding 
protein 3). CPEB3 est une RBP reconnaissant spécifiquement les séquences riches en U dans 
Figure 24 : Modèles schématiques du recrutement du complexe CCR4-NOT sur les ARNm. Les 
déadénylases peuvent être recrutées par les facteurs adaptateurs BTG/TOB, partenaire de CAF1, (A) via 
leur interaction avec le domaine C-terminal de PABP, ou (B) via des RBP spécifiques telles que CPEB3 
qui se lie sur des séquences CIS. CCR4-NOT peut également être recruté (C) via ses sous-unités non 
catalytiques comme NOT1 qui se lie à TTP et permet de dégrader les ARN contenant les ARE, ou encore 
(D) via la machinerie des microARN par l’interaction de GW182 avec NOT1.  
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la région 3’UTR des ARNm pour induire leur déadénylation et dégradation via le recrutement 
de CCR4-NOT (figure 24B). Tob1 est également impliqué dans l’activation de la 
déadénylation de manière couplée à la terminaison de la traduction via son interaction avec le 
dimère eRF1-eRF3 (Funakoshi et al., 2007). 
Les sous-unités non catalytiques du complexe CCR4-NOT sont également essentielles pour 
moduler le recrutement des déadénylases sur les ARNm (figure 24C et D). Comme évoqué 
dans les paragraphes I. C. 5 et I. D. 1. b, la sous-unité CNOT1 interagit avec TTP pour induire 
la déadénylation des ARNm contenant des éléments ARE lors d’un stress, et avec la sous-
unité GW182 de la machinerie miRISC afin d’induire la dégradation des ARNm ciblés par 
des microARN (Brooks and Blackshear, 2013; Fabian and Sonenberg, 2012). De même chez 
la souris, la sous-unité CNOT3 est nécessaire à l’adressage du complexe CCR4-NOT sur une 
classe d’ARNm impliqués dans le catabolisme énergétique des cellules hépatiques (Morita et 
al., 2011).  
7) Coordination de la synthèse et la dégradation des ARN 
De la levure aux métazoaires, les fonctions du complexe CCR4-NOT se répartissent tout au 
long du processus de synthèse des ARNm, de l’intiation de la transcription dans le noyau 
jusqu’à la dégradation des transcrits dans le cytoplasme. Dans ce sens, CCR4-NOT présente 
une très forte similarité fonctionnelle avec le module Rpb4/7 décrit dans le paragraphe II. C. 
Chez la levure, des similarités phénotypiques ont été décrites puisque les mutants Ccr4-Not et 
Rpb4 sont tous deux sensibles au stress, présentent des défauts d’élongation par l’ARN pol II 
et de déadénylation/dégradation des ARNm (Choder, 2004; Verma-Gaur et al., 2008). Bien 
que l’association fonctionnelle entre les deux complexes n’ait pas été formellement établie, 
CCR4-NOT est un partenaire du complexe d’élongation et de l’ARN pol II chez la levure 
(Kruk et al., 2011). Des données non publiées issues du groupe de J. Reese indiquent que 
cette interaction disparaît chez les souches de levures présentant une forme mutante de l’ARN 
pol II n’interagissant plus avec le module Rpb4/7 (Miller and Reese, 2012). Ce même groupe 
avait déjà caractérisé l’interaction de certaines sous-unités de CCR4-NOT avec les premières 
bases du transcrit naissant lors de l’élongation, suggérant une association du complexe sur 
l’ARN pol II à proximité du canal de sortie des ARN (Kruk et al., 2011). D’un point de vue 
structural, plusieurs études ont caractérisé l’emplacement du module Rpb4/7 à la sortie de ce 
même canal afin de prendre en charge le transcrit émergeant, suggèrant une forte proximité 
avec le complexe CCR4-NOT (Cramer et al., 2008; Ujvári and Luse, 2006). L’implication 
omniprésente du complexe CCR4-NOT dans l’expression génique semble être retrouvée dans 
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les cellules humaines, comme le suggère l’étude en spectrométrie de masse des partenaires 
des sous-unités du complexe menée par Lau et Timmers. Les auteurs ont identifié des 
centaines de partenaires du complexe dont la plupart fait partie de la machinerie de 
transcription, d’épissage, d’export et de transport des ARNm, avec des combinaisons 
différentes en fonction de la composition du complexe (Lau et al., 2009). Dans ce sens, un 
nouveau modèle est en train d’émerger dans lequel le complexe CCR4-NOT est associé à la 
particule mRNP de sa naissance jusqu’à sa dégradation, régulant toutes les étapes de 
l’expression d’un gène (Collart et al., 2013; Haimovich et al., 2013; Miller and Reese, 2012).  
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. Chapitre 2 : Résultats
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I. Article 1 : hCAF1/CNOT7 régule la signalisation des Interférons en 
contrôlant le facteur STAT1 
hCAF1/CNOT7 regulates interferon signaling by targeting STAT1
Chapat C, Kolytcheff C, Le Romancer M, Auboeuf D, De La Grange P, Chettab K, Sentis S 
and Corbo L.  
The EMBO Journal. 2013 Feb 5. doi: 10.1038 
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A. Introduction à l’article 1 
Le complexe CCR4-NOT est un régulateur essentiel de l’expression des gènes eucaryotes. La 
sous-unité CAF1/CNOT7 joue un rôle central dans la régulation de la fonction de CCR4-
NOT. Elle est en effet nécessaire au maintien de l’intégrité du complexe et de son rôle dans la 
dégradation des ARNm, et au recrutement des facteurs essentiels à sa fonction. Dans ce sens, 
la protéine humaine hCAF1 possède une activité déadénylase, régule la méthylation des 
arginines via la modulation de PRMT1 et a été identifiée comme un régulateur 
transcriptionnel des récepteurs nucléaires et notamment le récepteur aux œstrogènes ER?. 
Bien que l’ensemble des travaux publiés sur hCAF1 lui confère une place importante dans la 
régulation de l’expression des gènes via son intégration dans différentes voies allant de la 
synthèse des ARNm jusqu’à leur dégradation, le mécanisme d’action de hCAF1 et surtout les 
voies de signalisation qu’elle régule restent encore mal compris dans les cellules humaines. 
Afin de mieux comprendre la fonction de hCAF1, des populations cellulaires présentant une 
inactivation stable de l’expression de hCAF1 par interférence ARN ont été générées. La 
lignée MCF7, issue d’un carcinome mammaire dont la prolifération est dépendante d’ER?, a 
été retenue comme modèle cellulaire de base. Nous avons entrepris une étude 
transcriptomique de type Exon Chip Array nous permettant d’identifier les gènes régulés par 
hCAF1. Cette partie du projet a été réalisée en collaboration avec le Dr. Didier Auboeuf 
(CRCL, Lyon) et le Dr. Pierre de la Grange (Genosplice, Paris) qui possèdent une grande 
expertise concernant cette technologie. Notre étude a permis de mettre en évidence qu’il 
existait une étroite relation fonctionnelle entre la protéine hCAF1 et la voie de signalisation 
des interférons. Mon travail a donc consisté à mieux comprendre le rôle biologique de 
hCAF1 dans la cellule, d’une part en étudiant les caractéristiques de croissance des 
populations cellulaires dans lesquelles la protéine hCAF1 est inactivée, et d’autre part en 
étudiant les mécanismes d’action de la protéine hCAF1 dans la régulation de la voie des 
interférons.  
Afin de permettre une meilleure compréhension de l’étude présentée, le paragraphe suivant 
se focalise sur la voie des interférons et son principal effecteur : le facteur de transcription 
STAT1. Les principaux résultats de l’article seront ensuite exposés. 
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B. La voie de signalisation des interférons 
1) La voie canonique IFN/JAK/STAT1 
Les interférons (IFN) sont des médiateurs protéiques sécrétés de la famille des cytokines 
jouant un rôle fondamental dans la défense immunitaire conférant une résistance aux 
infections virales et microbiennes en activant de nombreuses cellules du système immunitaire. 
Leurs activités entrainent des modifications de la prolifération cellulaire, la survie et 
l’apoptose aussi bien des cellules normales que tumorales (Borden et al., 2007). Il existe trois 
types d’interférons qui exercent leurs activités en se liant à différents récepteurs 
membranaires (Platanias, 2005). Les interférons de type I, incluant l’IFN?, IFN?, IFN?, 
IFN?, IFN? et IFN?, se fixent à un récepteur hétéromérique constitué des chaines IFNAR1 et 
IFNAR2, dont la partie cytoplasmique du récepteur est liée aux tyrosines kinases TYK2 et 
JAK1 (Stark, 2007). La liaison des IFN à leur récepteur entraine un changement 
conformationnel de ce complexe membranaire conduisant à l’activation des kinases qui vont 
phosphorylées les facteurs de transcription STAT1 et STAT2 (signal transducer and activator 
of transcription). Cette phosphorylation favorise l’interaction réciproque de leurs domaines 
SH2 (src homology 2) formant un hétérodimère STAT1-STAT2 qui s’associe au facteur IRF9 
(IFN-regulated factor 9) pour constituer le complexe ISG3 (IFN stimulated gene factor 3). 
ISG3 est alors transporté dans le noyau pour activer l’expression de gènes de réponses à l’IFN 
via sa fixation sur des éléments du promoteur appelé ISRE (IFN-stimulated response element) 
(figure 25). L’IFN? de type II se fixe sur un récepteur différent constitué d’un homodimère 
transmembranaire IFNGR1 et de deux chaines cytoplasmiques IFNGR2 constitutivement 
associées aux kinases JAK1 et JAK2 (Boehm et al., 1997). Les kinases activées par la fixation 
de l’IFN? sur ces récepteurs phosphorylent le facteur latent STAT1 qui s’homodimérise pour 
migrer dans le noyau et se fixer au niveau des éléments GAS (IFN?-activated sequence) des 
promoteurs afin d’activer la transcription des gènes de réponse à l’IFN (Stark, 2007) (figure 
25). Les IFN?1/?2/?3 de type III, découverts plus récemment, se fixent sur un récepteur 
complexe composé des chaines IL10R2 et IFN?R1, respectivement associées aux kinases 
TYK2 et JAK1 (Ank et al., 2006). Comme pour l’IFN de type I, l’IFN de type III permettent 
l’activation du complexe ISG3 qui se fixe sur des séquences ISRE.  
Ces divers types d’IFN modulent ainsi un réseau signalétique complexe permettant d’activer 
l’expression de plusieurs centaines de gènes en même temps. L’ensemble de cette cascade de 
signalisation repose sur l’activation des facteurs de transcription STAT, et notamment 
STAT1, véritable effecteur de la voie des IFN. 
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2) Description de la protéine STAT1 
Des insectes jusqu’aux mammifères, la fonction de STAT1 et de la voie des IFN s’avère être 
essentielle à l’homéostasie cellulaire et tissulaire, ainsi qu’au maintien de l’intégrité de 
l’organisme. La protéine STAT1 fait partie de la famille des facteurs de transcription STAT, 
contenant 7 membres chez l’homme, qui possèdent une structure bien conservée composée de 
différents domaines (Bromberg and Darnell, 2000). La région C-terminale des protéines 
STATs possèdent de nombreux éléments clés nécessaires pour leur activation et leur fonction 
(Shuai et al., 1994; Wen and Darnell, 1997). En effet, les protéines de la famille STAT 
possèdent en C-terminal deux domaines majeurs : un domaine SH2 (Src-homology 2) 
impliqué dans les interactions protéine-protéine via des interactions directes entre les 
phosphotyrosines spécifiques, et un domaine de transactivation impliqué dans l’activation 
transcriptionnelle. Dans leur partie N-terminale, on retrouve un domaine de liaison à l’ADN 
(DNA binding domain) et une région nécessaire à l’oligomérisation des dimères de STAT 
fixés à l’ADN (Horvath et al., 1995; Xu et al., 1996). STAT1 possède également un motif 
NLS (Nuclear Localisation Sequence) qui est pris en charge par les importines ? et ?. Le NLS 
de STAT1 est localisé dans son domaine DBD et n’est utilisé que lorsque STAT1 est dimérisé 
(Fagerlund et al., 2002; McBride et al., 2002; Melen et al., 2001). 
D’un point de vue fonctionnel, STAT1 joue un rôle pivot essentiel dans la réponse immune 
aux virus, aux bactéries et aux parasites. Ainsi les souris Stat1-/- sont incapables de répondre 
à l’IFN et sont sensibles aux infections bactérienne et virales (Durbin et al., 1996; Meraz et 
al., 1996). Chez l’homme, il a été démontré que des mutations de la protéine STAT1 qui 
interfèrent avec ses fonctions sont associées à une hypersensibilité aux infections bactériennes 
et que des mutations conduisant à une absence de la protéine corrèlent avec une 
hypersensibilité aux maladies virales. Par ailleurs, STAT1 est un régulateur négatif de la 
tumorigénèse, l’angiogénèse et la formation des métastases (Battle et al., 2006; Huang et al., 
2002). En effet, il a été démontré que les modèles murins déficients pour STAT1 forment des 
tumeurs spontanées beaucoup plus souvent que chez les souris sauvages, définissant ainsi 
STAT1 comme un suppresseur de tumeurs. Cette fonction est particulièrement altérée lors de 
la tumorigenèse mammaire puisque la perte de STAT1 est un évènement fréquemment 
observé durant la progression des cancers du sein humains. De même, les souris Stat1-/- 
développent spontanément des adénocarcinomes mammaires dont le phénotype récapitule la 
biologie des cancers du sein de type luminal ER?+ chez la femme (Chan et al., 2012). 
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Cet effet négatif de STAT1 sur la prolifération cellulaire provient notamment du fait qu’il 
régule l’expression de gènes impliqués dans le cycle cellulaire tels que p21waf1 et p27kip1 
qui inhibent l’activité des CDK (Cyclin Dependant Kinase) induisant alors un arrêt du cycle 
(Chin et al., 1996; Dimberg et al., 2003; Gooch et al., 2000). STAT1 induit également 
l’expression des procaspases, les formes des caspases latentes qui vont induire l’apoptose. De 
plus, le gène pro-apoptotique Fas est induit en réponse à l’IFN? dans les cellules 
d’adénocarcinomes du colon, les cellules microgliales et les fibroblastes. L’activation de 
STAT1 conduit également à l’inhibition des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-x et 
stimule la voie apoptotique du TNF-? en intergissant avec TRADD qui inhibe l’activation de 
NF-?B (Stephanou et al., 2000; Wesemann et al., 2004; Xu et al., 1998). Enfin, STAT1 
interagit également avec p53, un régulateur majeur de l’apoptose et du cycle cellulaire, 
stimulant alors son activité transcriptionnelle et inhibant l’expression de son inhibiteur Mdm2 
(Townsend et al., 2004). 
Chez la drosophile et d’autres insectes, un homologue nommé STAT92E correspondant aux 
membres de la famille STAT des vertébrés a été identifié (Hou et al., 1996; Yan et al., 1996). 
Il a également été montré l’existence d’un récepteur transmembranaire nommé domeless, 
proche des récepteurs à cytokines des vertébrés, associé à une seule kinase nommée 
hopscotch (Binari and Perrimon, 1994; H.-W. Chen et al., 2002; Perrimon and Mahowald, 
1986). Comme chez les mammifères, cette voie JAK/STAT sommaire a été impliquée dans le 
contrôle de la réponse immunitaire liée aux infections virales et au stress (Dostert et al., 2005; 
Ekengren and Hultmark, 2001). STAT92E a également été dans de nombreux processus tels 
que le développement embryonnaire et la segmentation, l’organogenèse, l’hématopoïèse 
larvaire et le maintien de la pluripotence des cellules souches (Zeidler et al., 2000).  
3) Régulation de l’activité de STAT1 
(a) Inhibiteurs de son activité 
Comme nous avons pu le voir, la protéine STAT1 induit l’expression de gènes qui peuvent 
avoir de lourds effets sur les cellules et l’organisme. Son activité doit donc être transitoire et 
finement régulée par différents mécanismes permettant son inactivation. Divers régulateurs 
interviennent en inhibant notamment l’activité des kinases JAK dans le cytoplasme ou en 
inhibant STAT1 activé dans le noyau (Levy and Darnell, 2002). On trouve alors les SOCS 
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(Suppressors Of Cytokine Signaling) qui interagissent via leur domaine SH2, avec le domaine 
kinase des JAK ou avec le résidu tyrosine phosphorylé de la région cytoplasmique des 
récepteurs, inhibant ainsi la phosphorylation de STAT1 (Alexander and Hilton, 2004). En plus 
des SOCS, des phosphatases nucléaires vont permettre la déphosphorylation de la protéine 
STAT1 entrainant alors son export vers le cytoplasme (Haspel et al., 1996; Kim and Maniatis, 
1996). L’export de STAT1 fait intervenir un élément NES (Nuclear Export Sequence) situé 
dans son domaine DBD (McBride et al., 2002). On retrouve également des protéines 
inhibitrices de STAT1 telle que PIAS1 (Protein Inhibitor of Actived STAT1) qui agit dans le 
noyau en interagissant avec STAT1 phosphorylé, empêchant ainsi sa liaison à l’ADN (B. Liu 
et al., 1998; Shuai and Liu, 2005). 
(b) Les modifications post-transcriptionnelles 
La première modification décrite et la mieux caractérisée est la phosphorylation de STAT1 
sur sa Tyrosine 701 qui est nécessaire à sa dimérisation, à son import nucléaire et à sa fixation 
sur les séquences promotrices. La Sérine 727 est également phosphorylée et s’avère influencer 
la magnitude de l’activité transcriptionnelle de STAT1 (Kovarik et al., 2001). Bien que cette 
phosphorylation ne soit pas requise pour une activation complète de STAT1, elle est toutefois 
nécessaire pour l’activation de l’expression de certains gènes cibles de STAT1 (Pilz et al., 
2003). Il est à noter l’existence d’une fraction de STAT1 non phosphorylée (U-STAT1) qui 
est détectée dans le noyau et possède une activité transcriptionnelle (Yang and Stark, 2008). 
U-STAT1 s’avère particulièrement requis pour prolonger l’expression d’une série de gènes de 
réponse à l’IFN (Chatterjee-Kishore et al., 2000; Cheon and Stark, 2009). 
En dehors de la phosphorylation, il a été montré que STAT1 est méthylé sur son arginine R31 
par l’enzyme PRMT1 afin de réguler la formation de dimères (Mowen et al., 2001). Bien que 
controversée, la méthylation de R31 a été rapportée par d’autres groupes et pourrait inhiber 
l’interaction de STAT1 avec PIAS (Komyod et al., 2005; Meissner et al., 2004; Stark and 
Darnell, 2012). En parallèle, PIAS1 catalyse la SUMOylation de STAT1 sur la lysine K703, 
ce qui inhibe son activation et réprime la formation d’agrégats nucléaire de STAT1 
phosphorylés (Droescher et al., 2011; Shuai, 2006; Tahk et al., 2007; Ungureanu et al., 2005). 
Ces agrégats dits « paracristallins » semblent protéger la fraction phosphorylée de STAT1 de 
la déphosphorylation, afin de prolonger son activité transcriptionnelle (Droescher et al., 
2011). 
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Par ailleurs, la fraction nucléaire activée de STAT1 est acétylée par l’histone acetyl-
transferase CBP sur les résidus lysines K410 et K413 localisés dans le DBD, favorisant la 
déphosphorylation de la Tyr 701 (Krämer et al., 2009). En effet, STAT1 acétylé va interagir 
avec la tyrosine phosphatase TCP45, conduisant à sa déphosphorylation et à son export dans 
le cytoplasme où il sera déacétylé par HDAC4 (Kramer et al., 2009). Bien que cette 
observation ait été controversée par une étude récente (Antunes et al., 2011), de nombreux 
groupes ont également rapporté l’existence de l’acétylation de STAT1 (Stronach et al., 2011; 
Zhuang, 2013). 
Figure 25 : Voie de signalisation canonique des interférons. L’IFN? se fixe sur un récepteur constitué 
de 2 chaines trans-membranaires IFNGR1 et 2 chaines IFNGR2. Il y a alors autophosphorylation de JAK2 
qui phosphoryle à son tour JAK1. Les 2 kinases phosphorylent les récepteurs, ainsi que le facteur de 
transcription STAT1. Après phosphorylation, STAT1 s’homodimérise pour migrer dans le noyau 
dépendamment des importines et se fixer sur des séquences GAS (IFN-Gamma activated sequence). De 
même, l’IFN? ou ? se fixe sur un récepteur membranaire constitué d’un hétédimère IFNAR1-IFNAR2C, 
les kinases JAK1 et TYK2 se phosphorylent mutuellement puis phosphorylent les récepteurs ainsi que les 
facteurs STAT1 et STAT2. L’hétérodimère STAT1-STAT2 phosphorylé s’associe à IRF9 pour former un 
complexe transcriptionnellement actif qui est transloqué dans le noyau pour se fixer sur des séquences 
ISRE (IFN-sensitive response element).  
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C. Résumé des résultats obtenus 
1) Caractérisation des cellules invalidées pour hCAF1 
L’un des objectifs initiaux a été de caractériser les gènes régulés par hCAF1 grâce à l’étude 
transcriptomique réalisée dans les cellules invalidées pour hCAF1 (appelée « hCAF1kd », kd : 
knock-down). La comparaison des profils d’expression entre les cellules hCAF1kd et des 
cellules exprimant un microARN ne ciblant aucun transcrit humain (appelée « mock ») a 
permis l’identification d’une centaine de gènes surexprimés suite à l’inactivation stable de 
hCAF1 et une vingtaine de gènes inhibés. Cette étude à grande échelle a constitué le point de 
départ de mon projet de thèse. Parmi les gènes surexprimés, nous avons retrouvé une majorité 
de gènes inductibles par la voie des Interférons (IFN) tel que STAT1, IFI27, IFI6, IRF9, 
IFITM1. Ces résultats sont particulièrement importants car identifient pour la première fois une 
voie de signalisation régulée par la protéine hCAF1.  
La surexpression des gènes de réponse à l’IFN a été validée en RT-PCR quantitative à partir 
des cellules contrôle et hCAF1kd, ainsi que dans les cellules MCF7 et HeLa dans lesquelles 
l’expression de hCAF1 était inhibée de façon transitoire par des siARN. Après réexpression 
exogène de la protéine mCAF1 (non ciblée par les miRNA) dans les populations hCAF1kd, 
nous avons mis en évidence une nette restauration de l’expression basale des gènes de réponse 
à l’IFN. La fonctionnalité et la robustesse de la réponse IFN générée par l’absence de hCAF1 
ont été validées via des tests d’infection virale sur les populations cellulaires étudiées. Nous 
avons ainsi caractérisé une sévère inhibition de la réplication du virus de Sendai dans les 
cellules invalidées pour hCAF1. En parallèle, des tests de prolifération ont permis de mettre en 
évidence que l’invalidation de hCAF1 réduit la croissance des cellules MCF7. De la même 
façon, le double marquage à l’Annexine V et à l’Iodure de Propidium, nous a permis de 
démontrer que les cellules hCAF1kd présentent un taux d’apoptose plus élevé que les cellules 
contrôles. 
2) Implication dans la dégradation des ARNm 
hCAF1 possède une activité déadénylase. Nous avons donc étudié la stabilité des ARNm de 
certains des gènes identifiés en microarray en utilisant l’inhibiteur de la transcription 
actinomycine D. Il s’est avéré que l’inactivation de hCAF1 stabilise une partie des transcrits 
analysés. En particulier, la demi-vie des transcrits des gènes Ifi27, Ifi6, Irf9, Ifitm1 est 
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sensiblement augmentée dans les populations où hCAF1 est inhibée par rapport aux cellules 
contrôles. Par contre, la stabilité du transcrit de STAT1 s’avère être peu affectée par l’absence 
de hCAF1, indiquant que l’accumulation de cet ARNm dépend d’un mécanisme distinct. 
Cette observation est particulièrement intéressante puisqu’elle indique que les gènes activés 
suite à l’inhibition de hCAF1 sont régulés par différents mécanismes. 
3) Effet de l’inhibition de hCAF1 sur l’activité de STAT1 
Il est important de souligner que les gènes «interféron inductibles» identifiés dans notre étude, 
y compris STAT1, sont les cibles transcriptionnelles de STAT1. Ce facteur représente le 
véritable effecteur de la cascade signalétique des interférons. Ces derniers vont activer STAT1 
via une phosphorylation qui permet sa translocation nucléaire, sa liaison à l’ADN et 
l’activation de ses gènes cibles. Nos résultats indiquent que l’inhibition de hCAF1 induit une 
forte augmentation de l’activité transcriptionnelle de STAT1. Dans les cellules où l’expression 
de hCAF1 est inhibée et en absence d’IFN, nous avons ainsi démontré : 
- la présence illégitime de STAT1 dans le noyau de ces cellules (microscopie confocale)  
-une forte activation du gène de la luciférase placé sous le contrôle de STAT1 (essais 
transcriptionnels) 
- l’ouverture de la chromatine au niveau du promoteur du gène Ifi27 (test d’accessibilité de la 
chromatine par une endonucléase) 
- la présence de STAT1 au niveau des promoteurs de ses gènes cibles, associée à une 
hyperacétylation de l’histone H4 (Immunoprécipitation de chromatine) 
A l’inverse, la surexpression de hCAF1 dans des cellules MCF7 réduit l’accumulation des 
transcrits produits lors d’une stimulation par l’IFN, confirmant le rôle de répresseur de hCAF1 
vis-à-vis de la signalisation de STAT1. 
4) hCAF1, un nouveau partenaire de STAT1 
De façon intéressante, des expériences de “in situ proximity ligation assay (PLA)”, une 
technologie qui permet de visualiser en microscopie des interactions protéine-protéine dans les 
cellules, nous ont permis de révéler l’existence d’une interaction entre les protéines hCAF1 et 
STAT1 dans différentes lignées cellulaires (MCF7, HeLa, U937). En absence de signal 
d'activation, l'interaction entre les protéines endogènes hCAF1 et STAT1 est ainsi visualisée 
sous forme de spots dans le cytoplasme des cellules MCF7. Le marquage est significativement 
plus faible après traitement avec l’IFN, indiquant que l'activation de STAT1 déstabilise 
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l'interaction. L’association hCAF1-STAT1 a été confirmée par des tests in vitro et par co-
immunopréciptation. 
5) Modèle proposé 
 Ces résultats nous ont conduit à postuler un mécanisme selon lequel en absence de stimulation 
hCAF1 interagit avec STAT1 et le séquestre dans le cytoplasme dans en état latent empêchant 
sa stimulation inappropriée. En présence d’IFN, STAT1 phosphorylé se dissocie de hCAF1, 
migre dans le noyau et activent la transcription de ses gènes cibles. La magnitude et la durée de 
la réponse interféron doit être finement régulée car des activations anormales de ces voies sont 
associées à de nombreuses pathologies telles que le cancer. hCAF1 pourrait aussi participer à 
l’extinction du signal via son activité déadénylase qui entrainerait la dégradation rapide des 
transcrits. Dans les cellules où hCAF1 est inhibée, la protéine STAT1 sans stimulation, non 
phophorylé et libre dans le cytoplasme, pourrait aller dans le noyau et activer ses gènes cibles. 
Une boucle d’auto-amplification de ces transcrits serait due au fait qu’en absence de hCAF1, 
principale déadénylase de la cellule, ils ne seraient plus dégradés. 
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II. Article 2 : Les isoformes hCAF1v1 et hCAFv2 utilisent des 
mécanismes distincts pour réguler l’expression des gènes 
“hCAF1 isoforms utilize distinct mechanisms to regulate gene expression.”
Chapat C, Luong TT, Simonet P, Chettab K, and Corbo L 
Manuscrit en cours de finalisation 
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A. Introduction à l’article 2 
La seconde partie de mon travail de thèse a consisté à caractériser un autre aspect de la 
fonction de hCAF1 : l’existence d’un variant d’épissage de fonction inconnue. En effet, 
l’épissage alternatif du gène humain Cnot7/Caf1 génère une seconde protéine isoforme plus 
courte de 41 acides aminés à son extrémité. La fonction de ce variant, nommé hCAF1v2 
(variant 2) pour le distinguer de la forme plus longue hCAF1v1 (variant 1), n’a encore jamais 
été rapportée dans la littérature. Le gène humain Cnot7/Caf1, situé sur le chromosome 8, se 
compose de 8 exons et son épissage alternatif concerne particulièrement les exons 7 et 8 (figure 
28A). hCAF1v2 est produit suite à l’inclusion complète de l’exon 7 et à l’exclusion de l’exon 
8. L’isoforme hCaf1v1 est produit via l’utilisation d’un site d’épissage alternatif 5’ dans l’exon 
7 aboutissant à l’exclusion d’une partie de l’exon 7 et à l’inclusion de l’exon 8 (figure 28B). Il 
nous a donc semblé important de déterminer la fonction de cet isoforme en se focalisant 
principalement sur l’étude comparative des caractéristiques connues de la protéine hCAF1v1, 
c’est-à-dire son activité déadénylase, sa présence dans le complexe CCR4-NOT, son lien avec 
la famille BTG/TOB et sa capacité à réguler la méthylation des arginine dépendante de 
PRMT1. Nos résultats indiquent que la protéine hCAF1v2 présente une divergence 
Figure 28 : Structure et épissage alternatif du gène humain hCaf1. A) Le gène hCaf1 comprend 8 
exons (verts) et fait l’objet d’un phénomène d’épissage alternatif au niveau des exons 7 et 8. L’annotation 
du gène met en évidence l’existence de deux sites d’initiation de la transcription potentiels et de deux 
signaux de polyadénylation (pA). B) Deux transcrits sont alternativement générés suite à l’épissage du 
gène hCaf1. L’isoforme hCaf1v1 est produit via l’utilisation d’un site d’épissage alternatif 5’ dans l’exon 
7 aboutissant à l’exclusion d’une partie de l’exon 7 et à l’inclusion de l’exon 8. A l’inverse, le variant 
hCAF1v2 présente une inclusion complète de l’exon 7 et une exclusion de l’exon 8. Les deux ARNm 
possèdent des régions 3’UTR uniques. (NM_: NCBI Reference Sequence)
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fonctionnelle vis-à-vis de hCAF1v1 puisqu’elle ne possède pas d’activité déadénylase 
intrinsèque et s’avère davantage requise pour la régulation de la méthylation des arginines via
son interaction avec l’enzyme PRMT1. Par ailleurs, nos résultats indiquent que hCAF1v2 
n’interagit pas avec les membres de la famille BTG/TOB et présente une relative affinité pour 
le complexe CCR4-NOT. Les protéines hCAF1 semblent ainsi être capables de réguler 
l’expression des gènes via leur intégration dans différentes voies allant de la synthèse des ARNm 
jusqu’au contrôle de leur dégradation. 
Afin de mieux comprendre l’implication de l’isoforme hCAF1v2 dans la régulation de la 
méthylation des arginines, le paragraphe suivant se focalise sur la présentation de l’arginine 
méthyl-transférase PRMT1 et son rôle dans la méthylation dans la cellule eucaryote. 
B. Présentation de la protéine PRMT1 
1) Description 
La protéine PRMT1 (Protein aRginine Methyl Transferase 1) appartient à la famille des 
arginines méthyl-transférases PRMT conservée au cours de l’évolution. Chez les 
mammifères, la structure de PRMT1 possèdent une région conservée d’environ 310 acides 
aminés qui est impliquée dans la fixation du donneur de méthyl et dans la catalyse de la 
réaction enzymatique (Bedford and Clarke, 2009; Pal and Sif, 2007). Les autres acides aminés 
déterminant leur spécificité de substrats et la régulation de leur activité (figure 26).  
La famille des PRMT peut être divisée en deux types selon si elles génèrent des 
diméthylarginines asymétriques, symétriques ou des monométhylations (figure 27). Chez 
l’homme, cette famille de protéines comprend 11 membres (PRMT1-11), dont 8 possèdent 
des spécificités de substrats différentes (Bedford and Richard, 2005; Nicholson et al., 2009). 
Seules, PRMT2, 10 et 11 n’ont pas encore montré d’activité méthyltransférase (Bedford and 
Clarke, 2009). L’enzyme PRMT1 est une méthyltransférase de type I qui transfère un 
groupement méthyl du S-Adénosyl Méthionine (AdoMet) vers un ou deux azotes du résidu 
arginine pour former une arginine monométhylée ou diméthylée assymétriquement (figure 
27).  
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PRMT1 est la méthyltransférase la plus abondante dans les cellules de mammifères et est 
responsable de plus de 85%  des méthylations des arginines de la cellule. Elle est localisée à 
la fois dans le noyau et dans le cytoplasme et est très mobile entre les deux compartiments 
(Côté et al., 2003; Herrmann et al., 2005; Pawlak et al., 2000; Tang et al., 2000). Sa 
localisation est régulée en partie par les protéines associées telle que PXP (pregnane X 
receptor) qui permet une accumulation de PRMT1 dans le noyau (Xie et al., 2009). Plusieurs 
facteurs ont été identifiés comme des régulateurs de l’activité de méthyltransférase de 
PRMT1, et notamment les membres de la famille BTG/TOB et la protéine CAF1 (Berthet et 
al., 2002; Robin-Lespinasse et al., 2007). 
PRMT1 possède de très nombreux substrats, la plupart possédant un site GAR (Glycine-
Arginine-Rich), préférentiellement dans un contexte RG (Arginine-Glycine) ou RGG 
(Arginine-Glycine-Glycine). Ce type de motif qui est généralement retrouvé dans les 
protéines de liaison à l’ARN, suggérant un rôle important de la méthylation des arginines dans 
la modulation des interactions protéines-ARN ou protéines-protéines (Liu and Dreyfuss, 
1995). Parmi les substrats de PRTM1, on trouve ainsi un grand nombre de hnRNPs, l’histone 
H4 sur l’arginine 3, des facteurs de transcription mais également des protéines impliquées 
Figure 26 : Les arginines méthyltransférases de la famille des PRMT (D’après Pal et al; 2007). 
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dans la signalisation cellulaire (Cha et al., 2011; Chang et al., 2011; Du et al., 2011; Guendel 
et al., 2010; Sakamaki et al., 2011; Strahl et al., 2001; Wang et al., 2001). 
Le rôle central que joue PRMT1 dans la cellule est révélé par des expériences d’invalidation 
génétique chez la souris qui montrent que les embryons Prmt1-/- meurent rapidement après 
leurs implantations. Les cellules souches dérivées de ces embryons Prmt1-/-, bien qu’elles 
soient viables en culture cellulaire, perdent leur capacité à se différencier (Pawlak et al., 2000; 
Yu et al., 2009). Par ailleurs, l’étude des fibroblastes embryonnaires de souris Prmt1-/- a 
permis de montrer que l’hypométhylation de plusieurs protéines compromet la survie 
cellulaire et induit également des défauts dans la réponse aux dommages à l’ADN (Yu et al., 
2009). Chez la levure, les souches déficientes pour Hmt1, l’homologue de PRMT1, sont 
viables mais présentent de multiples défauts tels qu’une mauvaise localisation des protéines  
et des altérations de remodelage de la chromatine (Gary et al., 1996; Henry and Silver, 1996; 
Shen et al., 1998; Yu et al., 2006). 
Figure 27: La méthylation des résidus arginines (D’après Nicholson et al, 2009).
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2) Fonction cellulaire de PRMT1 
(a) Régulation de la transcription 
PRMT1 est impliqué dans la méthylation des histones, influençant ainsi la transcription 
régulée par les récepteurs nucléaires et les complexes de remodelage de la chromatine (Lee et 
al., 2005; Wysocka et al., 2006). PRMT1 est méthyle l’arginine 3 de l’histone H4 entrainant 
soit le recrutement de facteurs de transcription, soit des complexes de remodelage de la 
chromatine qui vont engendrer d’autres modifications d’histones telle que l’acétylation des 
lysines permettant l’ouverture de la chromatine et l’activation de la transcription (Guendel et 
al., 2010; Li et al., 2010; Yang et al., 2010). PRMT1 est ainsi décrit comme un coactivateur 
transcriptionnel recruté par un grand nombre de facteurs sur les sites d’initiation de la 
transcription. De plus, PRMT1 peut jouer un rôle dans l’élongation de la transcription via sa 
capacité à méthyler le facteur d’élongation SPT5 et par conséquent réguler son interaction 
avec l’ARN pol II (Kwak et al., 2003). 
(b) Métabolisme des ARNm 
Comme nous l’avons vu dans tout au long des rappels bibliographiques, les RBP participent à 
la maturation, la conformation, la stabilisation, la localisation des ARN et à la traduction des 
ARNm. La plupart d’entre elles possède des motifs GAR et s’avère pour la plupart être la 
cible de PRMT1. La méthylation des arginines a ainsi été décrite comme facilitant la 
formation de complexes ribonucléoprotéiques et leur export vers le cytoplasme (Xu and 
Henry, 2004; Yu et al., 2004). L’un des exemples les mieux connus concerne la protéine 
Sam68 (Src associated in mitosis), un substrat préférentiel de PRMT1 impliqué dans 
l’épissage alternatif dont la délétion du site de méthylation cause l’accumulation de cette 
protéine dans le cytoplasme et empêche sa liaison aux ARN dans le noyau (Côté et al., 2003). 
D’autres travaux ont rapporté que de nombreuses RBP n’adoptent pas leur localisation 
cellulaire habituelle lorsqu’elles sont hypométhylées (Lukong and Richard, 2004; Smith et al., 
2004). 
(c) Signalisation cellulaire 
Plusieurs voies de transduction de signal semblent être régulées par la méthylation PRMT1 
dépendante telles que la voie Wnt, la voie JAK-STAT et la voie Bad. En effet, il a été 
récemment démontré que PRMT1 méthyle la protéine pro-apoptotique Bad, conduisant à son 
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activation et induisant donc l’apoptose (Sakamaki et al., 2011). De plus, PRMT1 est capable 
d’interagir avec la protéine Axin, un régulateur de la voie Wnt, de la méthyler induisant ainsi 
sa stabilisation (Cha et al., 2011). De même, lors d’une stimulation oestrogénique, la 
méthylation par PRMT1 est le signal d’activation des voies non génomiques du récepteur 
ER? qui conduisent à l’activation de nombreuses voies de signalisation comme la voie 
PI3K/Akt et celle des MAPKs, largement impliquées dans la tumorigénèse et la résistance aux 
traitements (Le Romancer et al., 2008). 
(d) Réparation de l’ADN 
Plusieurs études ont montré en parallèle que les protéines de la réparation de l’ADN sont des 
cibles de la méthylation par PRMT1. En effet, il a été démontré in vitro que PRMT1 méthyle 
MRE11 (Meiotic Recombination 11), qui fait partie du complexe MRN (Mre11–Rad50–
Nbs1), indispensable à la réparation des cassures double brins. La méthylation de MRE11 
entraine une perte de son activité dans la réparation de l’ADN (Boisvert et al., 2005a). Par 
contre, la méthylation de la protéine 53BP1, également impliquée dans la réparation de 
l’ADN suite aux cassures double brins, est nécessaire à son activité de liaison à l’ADN 
(Boisvert et al., 2005b). L’ensemble de ces résultats montre que la méthylation des arginines 
par PRMT1 peut, selon le contexte, jouer un rôle positif ou négatif dans la réparation de 
l’ADN. 
C. Résumé de l’article 2 
1) Caractérisation du variant hCAF1v2 
Nous avons dans un premier temps analysé l’expression de chaque isoforme produit par le 
gène hCaf1/cnot7 dans une varièté de tissus humains. De manière générale, le transcrit 
hCAF1v1 est toujours détecté de façon prédominante par rapport à hCAF1v2. Nos résultats 
indiquent que l’ARNm hCAF1v2 est majoritairement détecté dans la glande thyroïde, l’utérus 
la moelle épinière et le muscle, alors que hCAF1v1 présente une expression relativement 
constante dans tous les différents tissus testés. Les ADNc de chaque isoforme ont été clonés 
dans des vecteurs d’expression eucaryote et exprimés dans des lignées cellulaires humaines. 
Nous avons ainsi observé des différences de localisation sub-cellulaires, puisque hCAF1v2 est 
majoritairement retrouvé dans le noyau alors que hCAF1v1 est principalement cytoplasmique. 
En parallèle, nous avons mis en évidence que la protéine hCAF1v2 s’avère être de nature 
Résultats 
115
instable suite à sa dégradation par le protéasome. Par ailleurs, l’invalidation de chaque 
isoforme dans des cellules MCF-7 par la transfection transitoire de siRNAs spécifiques nous a 
permis d’établir que hCAF1v2 ne participe pas à la régulation de la voie IFN/STAT1 tel que 
nous l’avons décrit pour hCAF1v1 dans l’article 1. 
2) Implication de hCAF1v2 dans la déadénylation 
Les travaux de l’équipe ont clairement démontré que la protéine hCAF1v1 possède une 
activité déadénylase. En réalisant des tests de déadénylation in vitro avec une forme 
recombinante de hCAF1v2, nous avons démontré son absence d’activité déadénylase 
intrinsèque bien qu’elle possède les 4 résidus catalytiques DEDD. L’adressage artificiel in 
cellulo de hCAF1v2 sur un ARNm codant pour la luciferase réduit la traduction mais pas la 
stabilité post-transcriptionnelle de ce transcrit rapporteur. En parallèle, nous avons testé 
l’association de ce variant avec les protéines BTG décrites dans la régulation et le recrutement 
de hCAF1 sur les ARNm à dégrader. Les expériences de GST pull-down et de double-hybride 
en cellules humaines ont permis de démontrer l’absence d’interaction physique entre 
hCAF1v2 et les protéines BTG1 et BTG2. Ces données suggèrent que l’isoforme hCAF1v2 
n’est pas recruté sur les ARNm de manière dépendante des BTG. 
3) hCAF1v2 et la méthylation des arginines 
Comme les protéines BTG, hCAF1v1 a été identifié comme un partenaire et un régulateur de 
l’activité arginine méthyl transférase de l’enzyme PRMT1. Nous avons donc analysé in vitro
l’effet de hCAF1v2 sur l’activité de PRMT1 sur un substrat connu : le facteur d’épissage et 
d’export Sam68. Nous avons pu remarquer que hCAF1v2 régule la méthylation de Sam68 
avec une efficacité supérieure à hCAF1v1. Les tests d’interaction que nous avons menés en 
parallèle ont permis de montré que hCAF1v2 est un partenaire préférentiel de PRMT1. 
L’ensemble de ces résultats indique que l’existence de ce nouveau variant d’épissage pourrait 
être à l’origine de la multiplicité fonctionnelle associée au facteur hCAF1 et au complexe 
CCR4-NOT. 
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ABSTRACT 
The CCR4-Associated Factor CAF1, also called CNOT7, is a catalytic subunit of CCR4-NOT 
complex which has been implicated in all aspects of the mRNA life cycle, from synthesis of 
mRNAs in the nucleus to their degradation in the cytoplasm. In human cells, alternative 
splicing of the hCaf1 gene yields a second hCAF1 isoform leading to the formation of a 
shorter isoform (hCAF1 variant 2). We report that hCAF1v2 displays distinct expression in 
human tissues and a nuclear sub-cellular localization compared with hCAF1v1. Despite the 
conservation of the DEDD nuclease domain, hCAF1v2 is not able to degrade a poly(A) tail in 
vitro and is preferentially associated with PRMT1 to regulate its protein arginine methyl-
transferase activity. Biochemical characterizations indicate that hCAF1v2 interacts with 
CCR4 and CNOT1 but can not bind the BTG proteins. Altogether, our findings suggest a 
preferential involvement of hCAF1v2 in protein arginine methylation rather than in mRNA 
turnover. 
INTRODUCTION 
The CCR4-NOT complex is an evolutionarily conserved multi-subunit complex which 
regulates several aspects of eukaryotic gene expression, including the repression and 
activation of mRNA translation, control of mRNA elongation, deadenylation and subsequent 
degradation of mRNA and even protein degradation (for review, see1,2). From yeast to 
metazoans, CCR4-NOT reduces the poly(A) tail of mRNAs to a short oligo(A) tract before 
the body of the mRNA is degraded by subsequent enzymatic machineries3. The deadenylase 
module comprises two subunits: the yeast Ccr4 protein or its human orthologues CNOT6 
(hCcr4/Ccr4a) and CNOT6L (Ccr4b) which contain an exonuclease/endonuclease/ 
phosphatase (EEP)4–6, and the yeast Caf1 (Pop2) or its human orthologues CNOT7 
(hCaf1/Caf1a) and CNOT8 (hPop2/Caf1b/Calif) which have RNA nuclease activities 
attributed to DEDD7–10. CAF1 activity has been shown to be responsible in flies and human 
cells for miRNA-mediated deadenylation and consequent post-transcriptional silencing11–13. 
CAF1 has been shown to localize to cytoplasmic P-bodies with translationally repressed 
mRNA and miRNAs14,15. 
Mammalian CAF1 is a crucial partner of the BTG/TOB family of antiproliferative 
proteins16,17 that are also implicated in mRNA turnover18,19 and transcription17,20,21. Several 
members of this family has been described as adaptor proteins that mediate the recruitment of 
the CCR4-NOT complex to mRNAs19,22. The hCAF1-BTG/TOB association has been shown 
to display an antiproliferative activity resulting of the general stimulation of 
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deadenylation18,23. This interaction also affects estrogen receptor ? - mediated transcription 
regulation in which both CAF1 and BTG proteins can function either as coactivator or 
corepressor depending on the promoter context17. CAF1 is also a transcriptional regulator of 
several nuclear receptors17,24,25. In addition to its role in mRNA decay and transcriptional 
regulation, hCAF1 is a regulator of the activity of PRMT1, the predominant protein arginine 
methyl transferase in human cells26,27. Thus hCAF1 regulates the asymmetric dimethylation of 
two PRMT1 substrates, Sam68 and histone H4. This association has also been reported in 
yeast and is required to control mRNA export28. Recently, human CAF1 has been described 
as a negative regulator of IFN signalling pathway, acting both in the repression of STAT1 
activity and the decay of IFN-target mRNAs29. 
To investigate the functions of CAF1 in vivo, caf1-/- mice have been generated by two 
groups. Male caf1-deficient mice are infertile due to an impaired maturation of spermatogenic 
cells that leads to multiple defects during spermatids differentiation30. Nakamura et al. have 
shown that the testicular phenotypes of caf1-/- mice are similar to those of mice deficient in 
retinoid X receptor beta and that CAF1 binds the AF-1 domain of RXRß to modulate its 
transcriptional activity24. In C. Elegans, CAF1 is essential for embryonic and larval 
development31. In plants, CAF1 has been shown to be involved in both development and 
response to biotic stresses and pathogen infection32,33. 
Despite the increased evidence of the involvement of CAF1 in a wide variety of biological 
processes, relatively little is known about how CAF1 can integrate these multiple pathways. 
One mechanism may be provided by a modulation of its interactions with different partners 
and by its cellular compartmentalisation. The protein hCAF1 has been described to localise in 
the speckles, a sub-nuclear compartment enriched in many pre-mRNA splicing factors and in 
which the proteins have been shown to be highly mobile and continuously exchanged between 
the different cellular subcompartments and the nucleoplasm34. The sub-cellular localization of 
hCAF1 and its interactions with distinct BTG2-containing CCR4 complexes appear also to be 
strongly dependent on cell-cycle progression35. Another possibility could be that alternative 
splicing of the human Caf1 gene yields a second distinct transcript, hCAF1v2, giving a 41-
residue shorter protein at its C-terminal extremity. Although a growing number of data are 
emerging concerning the function of hCAF1, none characterization has been reported 
concerning hCAF1v2 functions. 
Here we described the expression of hCAF1v2 in a wide variety of human tissues and that 
hCAF1v2 is present predominantly in the nucleus. Biochemical characterizations revealed 
that hCAF1v2 does not display a deadenylase activity in vitro and is not able to interact with 
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BTG proteins. Moreover, we demonstrated that hCAF1v2 associates with human CCR4 and 
CNOT1, is a preferential partner of PRMT1 and is involved in the regulation of arginine 
methylation. 
Results 
Characterization of the hCAF1v2 isoform  
The observation initiating this study was the detection by western blot analysis of two hCAF1 
protein forms in HeLa cells: a form at the attending molecular mass of 32 kDa and a slower 
migrating form at 30 kDa. By comparing available ESTs with human CAF1 genomic 
sequence, we found that hCAF1 has two splicing variants, which might explain the 
occurrence of two bands in the western blot. The shorter mRNA isoform hCAF1v2 is 
produced by an alternative splicing concerning the last coding exon leading to a lack of 41-
amino-acid sequence at its C terminus and a divergent 3’ UnTranslated Region (3’ UTR) 
(figure 1A). It is unknown, however, whether this variant isoform is translated into a 
functional protein. 
As a first step we analyzed whether the protein was detected by western blot in the MCF7 cell 
line using the anti-hCAF1 affinity-purified polyclonal antibody previously described26. As 
shown in the figure 1B, anti-hCAF1 antibody detected, in addition to the 32 kD protein, a 
slower migrating band that disappeared in cells treated with two siRNAs specifically targeting 
hCAF1v2, thus confirming the identity of the signal (figure 1 B) These data demonstrated that 
the hCAF1v2 variant is expressed in the MCF-7 cell line. Then we analyzed the relative 
expression levels of the two hCAF1 isoforms in human normal tissues by quantitative RT-
PCR using the expression level of the 28S gene as an internal control. These analyses indicate 
that the two hCAF1 isoforms are co-expressed in most target tissues; with the highest levels 
for hCAF1v1. However, the ratio can vary considerably depending on cell type (see fig 1 C). 
We next examined the sub-cellular localization of each isoform in human cells. As previously 
described endogenous hCAF1 localizes in both the cytoplasm and in nuclear speckles26 (Fig. 
2 A). Since the anti-hCAF1 antibody recognizes both isoforms, we transfected MCF-7 with 
plasmids expressing tagged hCAF1 isoforms and the intracellular distribution of each flag-
hCAF1 isoform was analysed by IF. Interestingly hCAF1v2 expression resulted in a 
predominantly punctuated nuclear staining, although hCAF1v1 showed a predominant 
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cytosolic localization (figure 2 B). Thereby, this differential localization suggests a functional 
divergence between the hCAF1 isoforms. 
hCAF1v2 does not display an intrinsic deadenylase activity 
The CAF1 protein is a member of the DEDD superfamily 3’- 5’ exonucleases, characterized 
by the presence of four acidic amino acids: three aspartates (D) and one glutamate (E). These 
residues involved in catalysis in the RNase D subfamily are conserved in both hCAF1v1 and 
hCAF1v2 proteins. We then tested whether human hCAF1v2 was also active in mRNA 
degradation in vitro as we described for v1 form8. Recombinant proteins of both isoforms 
were incubated with a 5’- end biotine-labeled synthetic RNA oligonucleotide (RNA7A) 
ending with seven A residues at its 3’. Time-course reactions were performed with various 
quantities of the recombinant factor. Reaction products were resolved on urea-polyacrylamide 
gels and detected by streptavidine-mediated chemiluminescence. These analyses confirmed 
that the recombinant hCaf1v1 protein was able to degrade the substrate RNA, as shorter 
products absent from the starting substrates appeared with time (Fig. 3A). Conversely the 
recombinant hCAF1v2 was unable to degrade the synthetic RNA. We also used as a control a 
5’ biotine-labeled RNA oligonucleotide ending with 10 C at its 3’ end (RNA10C). This 
molecule was completely stable in the presence of hCAF1v1 confirming its strong specificity 
toward A residues at the 3’ end of the substrate and its inability to act endonucleolytically 
(figure 3C). These data indicate that the 41 last C-terminal residues, present in hCAF1v1 but 
deleted during splicing in hCAF1v2, are crucial to maintain the deadenylase activity of the 
longer variant, at least in vitro. Moreover because we cannot rule out that the protein v2 could 
be active in a cellular context, we tested its activity using the RNA tethering assays. A Renilla 
luciferase reporter mRNA containing five BoxB sequences in the 3? UTR was expressed in 
combination with plasmids expressing hCAF1 isoforms fused to a ?N peptide, which has high 
affinity for the BoxB sequences (figure 3C). Recruitment to the 3? UTR of hCAF1v1 resulted 
in a marked (>80%) reduction of luciferase reporter activity. A reduction of reporter activity 
was also observed upon expression of ?N-hCAF1v2, but to a lesser extent (approximately 
60%). Interestingly, while the level of the mRNA reporter was also strongly decreased upon 
expression of ?N-hCAF1v1, this decreasing was not observed upon the expression of ?N-
hCAF1v2 (figure 3D). Thus, we can suppose that the inhibition of reporter expression 
observed after hCAF1v2 expression is the result of a translational repression, independently 
of intrinsic deadenylase activity. 
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Much evidence has been accumulated indicating that CAF1v1 protein is recruited to the 
mRNA via the interactions with BTG/TOB protein family and with RNA binding 
proteins19,36,37 . In line with this model, artificial tethering of BTG2 and TOB1 results in 
enhancement of mRNA decay. We next examined an interaction between hCAF1v2 and the 
BTG1 and BTG2 proteins using the mammalian two-hybrid system in HEK-293T cells as 
described16,17. As shown in Figure 3 E and F, we confirmed the interactions of hCAF1v1 with 
both proteins. We validated this point by using GST pull-down assay between GST-hCAF1v1 
or v2 and in vitro-translated flag-BTG1 or BTG2. Therefore, we clearly demonstrated that the 
isoform 2 of hCAF1 was not able to interact with BTG proteins, suggesting that hCAF1v2 is 
not recruited onto mRNAs in a BTG/TOB-dependent manner. 
hCAF1v2 is a member of CCR4-NOT 
The above data, supporting the idea of a functional divergence between the two hCAF1 
isoforms, prompted us to verify the presence of hCAF1v2 in the CCR4-NOT complex. It has 
been described that the conserved core of the CCR4-NOT complex consists of a catalytic 
module containing CAF1, CCR4 and the NOT module and that CNOT1 bridges the 
interaction between the two modules and therefore, acts as a scaffold protein for the assembly 
of the complex38,39. To shed light on the presence of hCAF1v2 in the CCR4–NOT complex, 
we performed coimmunoprecipitation experiments. Vector expressing V5-tagged hCAF1v1 or 
v2 were transfected into HEK293T cells, together with a Flag-tagged CNOT1. Lysates of 
transfectants were subjected to anti-Flag immunoprecipitation, followed by immunoblotting 
with anti-V5 antibody (Figure 4A.). As expected, CNOT1 can bind to V5-hCAF1v1. 
Similarly, we observed that V5-hCAF1v2 was coimmunoprecipitated with Flag-CNOT1. 
GST pull-down assays were performed to investigate whether hCCR4 directly interacted with 
hCAF1v2. As shown in Figure 4B, a specific retention of in vitro-translated hCCR4 was 
observed with GST-hCAF1v2, but in a lesser extent compared with GST-hCAF1v1. We then 
examined by coimmunoprecipitation experiments whether this interaction occurred with the 
endogenous hCCR4 proteins. Lysates from HEK293T cells transfected with vector expressing 
Flag-tagged hCAF1v1 or v2 were subjected to anti-Flag immunoprecipitation, followed by 
immunoblotting with anti-hCCR4 antibody (Figure 4C). The interaction between hCCR4 and 
Flag-hCAF1 variants was detected, although hCCR4 seems to interact less stably with 
hCAF1v2 than with hCAF1v1. These experiments suggest that the hCAF1v2 variant displays 
physical affinity for the members of CCR4-NOT complex.  
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Regulation of methyl transferase activity of PRMT1 by hCAF1 proteins 
Previous report demonstrated that endogenous hCAF1v1 regulates the arginine methyl 
transferase activity of PRMT1 and that these proteins interact in vivo and co-localize in 
nuclear speckles26. Given the localization of hCAF1v2 in nuclear structures, we hypothesized 
a functional link between this isoform and the PRMT1 enzyme. GST pull-down assays were 
performed to investigate whether PRMT1 directly interacted with hCAF1v2. As shown in Fig. 
5A, a specific retention of hCAF1v2 with GST-PRMT1 was observed. A weaker interaction 
was also detected with the in vitro translated hCAF1v1, but the molecular weight of the 
interacting band appeared lower than the full-length protein and co-migrated with hCAF1v2. 
We confirmed the preferential association of PRMT1 with the shorter variant v2 by 
mammalian two-hybrid assay using VP16-hCAF1v1/v2 and GAL4-PRMT1-expressing 
vectors (Figure 5B). Thus PRMT1 seems even to display a stronger affinity with hCAF1v2 
than with the longer isoform. We then investigated whether the hCAF1 isoform could affect 
the methylation level of a target of PRMT1, SAM68. An in vitro methylation assay was 
performed in the presence of S-adenosyl[methyl-3H]-l-methionine as a methyl donor, using 
recombinant GST-PRMT1, which is enzymatically active when incubated with GST-
SAM68P3. Figure 5C shows a stronger inhibition of PRMT1 activity when incubated with 
hCAF1v2, suggesting its high ability to regulate PRMT1 function. Increasing amounts of 
GST, used as control, had no effect on SAM68 methylation. To further analyze the 
relationship of PRMT1 and hCAF1 variants in the context of intact cells and to confirm the 
effect of hCAF1 on endogenous SAM68, we over-expressed flag-hCAF1v1 or flag-hCAF1v2 
in MCF-7 cells and performed immunoprecipitation experiments on cell lysates using an anti-
SAM68 antibody. Western blot with anti-SAM68 antibody confirmed that a similar amount of 
protein was immunoprecipitated at each point. We then immunoblotted these extracts with 
anti-PRMT1 and anti-flag antibodies. Results showed that the overexpression of flag-
hCAF1v2 increased the association between endogenous PRMT1 and SAM68. We also 
detected in a preferential interaction between SAM68 and hCAF1v2 (Figure 5D). Together 
with in vitro experiments, these results demonstrated that hCAF1v2 regulated SAM68 
methylation, perhaps by increasing the recruitment of PRMT1. 
Discussion 
The control of cellular homeostasis involves the regulation and the coordination of many 
molecular processes. The protein hCAF1 has been shown to be involved in regulation of 
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transcription, mRNA metabolism and even protein turnover. We described herein for the first 
time that at least two hCAF1 isoforms originate from the human gene Caf1 by alternative 
splicing. The shorter isoform, called hCAF1v2, appears to display functional divergences 
toward its well-characterized isoform hCAF1v1.  
Numerous biochemical and genetic analyses have confirmed a direct involvement of 
hCAF1v1 in the deadenylation process, resulting in mRNA decay40. As a consequence, we 
investigated the possible conservation by hCAF1v2 of the deadenylase activity. In vitro
deadenylation assays have clearly shown the absence of deadenylase activity of hCAF1v2, 
although the conservation of its exonuclease domain. These results indicate that the 41 C-
terminal residues, specific of hCAF1v1, constitute a crucial region for the deadenylation 
function of hCAF1, at least in vitro. Furthermore we tested the capacity of hCAF1v2 to 
regulate mRNA abundance and translation, using RNA tethering assay. Artificial recruitment 
of this protein to the reporter gene mRNA induced the inhibition of reporter protein 
expression without decreasing of the amount of reporter gene mRNA. Together, these results 
indicate that hCAF1v2 lacks of deadenylase activity, whereas seems to be involved in the 
regulation of translation, contrary to the full-length hCAF1. Future work will be needed to 
determine this crucial aspect of hCAF1 function.  
Consistently, our data indicate the absence of interaction between hCAF1v2 and BTG2, 
described as general activators of mRNA decay by increasing the deadenylase activity of 
hCAF1v118,19. Other data from Prévôt et al. and Nishida et al. consolidate this observation by 
identifying several residues in the C-terminal region deleted in hCAF1v2 as essential for the 
association with the BTG/Tob proteins17,41. These data suggest the exclusion of hCAF1v2 
from the functional circuit involving hCAF1v1 and the BTG/Tob proteins in a deadenylase-
dependent antiproliferative mechanism.  
Because the major deadenylase activity is associated with the CCR4 subunit and hCAF1 is 
known for the recruitment of CCR4 to the CCR4-NOT complex and to interact with the 
scaffold protein NOT138,39, we also analysed whether hCAF1v2 interacts with these proteins. 
Our results indicate that this novel hCAF1 isoform is a component of the CCR4-NOT 
complexes. Nevertheless hCCR4 seems to interact less stably with hCAF1v2 than with 
hCAF1v1. It is plausible that hCAF1v1 and hCAF1v2 are in separate complexes and are 
competing for the same binding site on CNOT1. Regarding the absence of deadenylase 
activity of hCAF1v2 and its weak affinity for hCCR4, the association of hCAF1v2 with 
CNOT1 could strongly alter the deadenylase function of CCR4-NOT. 
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This functional peculiarity of hCAF1v2 prompted us to analyse if this isoform was able to 
interact and regulate the arginine methyl transferase PRMT1 as we described for hCAF1v126. 
Remarkably, our results strongly indicated that hCAF1v2 displayed a better affinity for 
PRMT1 than hCAF1v1 leading to a better ability to regulate PRMT1 function in vitro and in 
vivo, on a well known target of PRMT1 methylation, the protein SAM68. Interestingly our 
data indicate that hCAF1v2 regulated Sam68 methylation by increasing the recruitment of 
PRMT1. 
Finally we have recently reported that hCAF1 negatively regulates the expression of a subset 
of IFN-regulated genes such as Ifi27, Ifi6 and Ifitm129.Consistent, hCAF1 silencing enhanced 
the expression of these genes. So, we tested whether hCAF1v2 was involved in this process 
by transitory knocking down the expression of each hCAF1 isoform. siRNA duplexes 
targeting either hCAF1v2 or hCAF1v1 were designed to target their divergent 3’UTRs. The 
analysis of the mRNA level produced by the Ifi27 gene indicated that only hCAF1v1, not 
hCAF1v2, is required to regulate the IFN-target genes (Supplementary Figure 1). 
Consistent with the functional diversity of the two hCAF1 isoforms, we found that they 
possess a differential localization in the cell: hCAF1v1 localizes essentially in the cytoplasm 
while hCAF1v2 appears as the preferential nuclear form (figure 2). These results are 
consistent with and clarify our previous data showing that the cellular localization pattern 
hCAF1 was variable through the cell cycle progression, suggesting that its sub-cellular 
localization might influence its biological activity35. Moreover, the sequence of both hCAF1 
isoforms contains a potential basic nuclear localization motif beginning with the sequence 
Met-Lys-Lys at their N-terminus, and hCAF1v1 has been described as a nuclear-cytoplasmic 
shuttling protein42,43. Given the potential localization of hCAF1v2 in the speckles and of 
hCAF1v1 in the p-bodies, to understand the functional divergence existing between the two 
variants, a complex mode of regulation involving the cell cycle progression and the nuclear 
export mechanisms has to be considered  
Importantly our results indicate that the two hCAF1 isoforms are not functionally redundant 
showing distinct activities: hCAF1v1 has a strong deadenylase activity, whereas this activity 
is not conserved in hCAFv2. In addition, hCAFv2 show a strong affinity for the arginine 
methyl transferase PRMT1 suggesting that the shorter isoform could be a preferential 
regulator of methylation. Further work will be required to consolidate the understanding of 
the mechanisms used by each isoform to regulate gene expression. 
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Figure legends 
Figure 1: Characterization of hCAF1 isoforms. (A) Schematic representation of the hCAF1 
gene leading to the formation of the two hCAF1 isoforms, hCAF1v1 and hCAF1v2, via an 
alternative splicing. (B) Extracts (20?g) from MCF-7 cells transfected with scramble (Sc) or 
specific hCAF1 siRNA duplexes were analyzed by western blotting with the anti-hCAF1 (line 
1) or the anti-GAPDH (line 2) antibodies. Two different siRNA duplexes targeting hCAF1v2 
were tested and designed v2.1 and v2.2. (C) Expression of hCAF1 isoforms in human tissues. 
Total RNA isolated from human tissues was reverse transcribed, and PCR was performed 
with primers specific for the transcripts of the indicated genes. Gene expression levels were 
normalized to internal control 28S. 
Figure 2: Sub-cellular localization of hCAF1 proteins in MCF-7 cells. (A) 
Immunofluorescence microscopy was used to analyse the subcellular localization of the 
endogenous hCAF1 proteins in MCF-7 cells by using a mouse polyclonal anti-hCAF1 
antibody. (B) Sub-cellular localization of the hCAF1 isoforms. Immunofluorescence labelling 
was performed following transfection of MCF-7 cells with the pSG5-Flag (a), pSG5-Flag-
hCAF1v1 (b) or v2 (c). Cells were fixed in cold methanol after a 48 hours growth and anti-
flag antibody was used. Cells were mounted on glass slides and the microscopic analyses 
were directly performed. Scale bar: 40 μm. 
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Figure 3: deadenylation activity of hCAF1 isoforms: (A) hCAF1v2 do not display a 
deadenylase activity in vitro. A 5’ end-labelled synthetic RNA oligonucleotide ending with 
seven A residues were incubated with 10 pmol of the recombinant proteins at 30°C for the 
indicated times. The products of RNA degradation were analysed on acrylamide-urea gel, 
electroblotted on a membrane and revealed by streptavidine-mediated chemiluminescence. 
150 fmol were used per reaction. (B) The same reaction as (A) was performed by using an 
oligonucleotide ending by ten C nucleotides. (C) Schematic representation of the reporter 
mRNA containing coding sequences for the Renilla luciferase enzyme and five BoxB 
sequences in the 3? UTR. Recruitment of hCAF1v1 or hCAF1v2 to the 3? UTR was mediated 
by the fused ?N peptide, which has high affinity for the BoxB sequence. The lower panel 
shows the expression of ?N-V5-fused hCAF1 proteins. (D) Recruitment of both hCAF1 
isoforms to the 3? UTR of a reporter gene differentially affects reporter activity. MCF-7 cells 
were cotransfected with three plasmids: one expressing the Renilla-Luc-5BoxB reporter, 
another expressing the ?N-V5 peptide or ?N-V5–hCAF1v1 or -v2, and a third expressing 
Firefly luciferase (F-Luc). Renilla luciferase activity (black bars) and mRNA levels (grey 
bars) were normalized to those of the Firefly luciferase and set at 100 in cells expressing the 
?N-V5 peptide. (E) Mammalian two-hybrid assay was used to analyse the interaction of 
hCAF1 variants with BTG1 and BTG2. The pG4-TK-Luc reporter plasmid contains six GAL4 
binding elements, upstream of the thymidine kinase minimal promoter (TK) region fused to 
the luciferase reporter gene. MCF-7 cells were cotransfected with a combination of expression 
vectors and luciferase activities were measured two days post transfection and are expressed 
as the fold increase over the luciferase activity of the reporter vector alone. Initiation of 
luciferase reporter gene was detected in case of co-transfection GAL4-BTG1 and GAL4-
BTG2 with VP16-hCAF1v1 but not hCAF1v2. Bars indicate standard deviation of the mean 
for at least three independent transfections. (F) Direct interaction between hCAF1v1, not v2, 
with BTG proteins by GST-pulldown experiments. In vitro translated flag-tagged BTG1 and 
BTG2 were incubated with equivalent amounts of GST, GST-hCAF1v1 or GST-hCAF1v2 
bounded to glutathione-Sepharose beads. The input (10%) and eluted proteins were analyzed 
by immunoblotting using anti-Flag antibody. GST fusion proteins used in this assay were 
shown by Coomassie blue stain (Supplementary Figure 2). 
Figure 4: hCAF1v2 interacts with CCR4 and CNOT1. (A) Interaction of hCAF1 isoforms 
with CNOT1. Vectors expressing Flag-CNOT1 and V5-hCAF1v1 or v2 (or control plasmid) 
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were transfected into HEK293T cells. Proteins from non transfected (NT) or transfected cells 
were immunoprecipitated (IP) with either normal mouse IgG or anti-Flag antibody. Total 
lysates (input) and anti-Flag immunoprecipitation were analyzed with the indicated 
antibodies. (B) Direct interaction between hCAF1v2 and hCCR4 was analysed by GST-
pulldown experiments. In vitro translated biotin-labelled hCCR4 was incubated with 
equivalent amount of GST, GST-hCAF1v1 or GST-hCAF1v2 bounded to glutathione-
Sepharose beads. The input (10%) and eluted proteins were analysed by SDS-PAGE, 
electroblotted on a membrane and revealed by streptavidine-mediated chemiluminescence. 
Biotin-labelled luciferase was tested in parallel as a negative control. GST fusion proteins 
used in this assay were shown by Coomassie blue stain (Supplementary Figure 2). (C) 
Interaction of Flag-hCAF1 variants with endogenous hCCR4. Vectors expressing Flag-
hCAF1v1 or v2 (or control plasmid) were transfected into HEK293T cells. Lysates of 
transfectants were subjected to anti-Flag immunoprecipitation, followed by immunoblotting 
with anti-hCCR4 antibody. 
Figure 5: The hCAF1v2 proteins interact with PRMT1 and regulate arginine 
methylation. (A) Direct interaction between the hCAF1v2 protein and PRMT1 was analyzed 
by GST-pull-down experiments. 35S-labeled in vitro translated hCAF1v1, hCAF1v2 and 
luciferase were incubated with GST-PRMT1–glutathione-Sepharose beads. The eluted 
proteins and 1/50 of input radiolabeled proteins were analyzed by SDS-PAGE and visualized 
by autoradiography. (B) Two-hybrid assay for in vivo interaction of PRMT1 with hCAF1 
variants. (C) Effect of hCAF1 isoforms on PRMT1 enzymatic activity in vitro. GST-PRMT1 
(1 ?g) was incubated with 1 ?g of  GST-Sam68P3 in the presence of [3H]AdoMet without or 
with increasing amounts of GST-mCAF1, GST-hCAF1v1, GST-hCAF1v2 or GST for 90 
minutes at 37°C. The reaction mixtures were resolved on SDS-PAGE and visualized by 
autoradiography. (D) Extracts from MCF-7 cells transfected with vectors containing 
hCAF1v1 or hCAF1v2 (or control vector) were immunoprecipitated using anti-Sam68 
antibody, then analyzed by western blotting with the indicated antibodies.  
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Supplementary Information
hCAF1 isoforms utilize distinct mechanisms to regulate gene 
expression 
Clément Chapat, Thi Trang Luong, Pierre Simonet, Kamel Chettab and Laura Corbo
Sequences of the synthetic oligonucleotides used for real-Time PCR: 
Gene Forward Reverse 
IFI27 5’ ACGGAATTAACCCGAGCAG 3’ 5’ GCCACAACTCCTCCAATCAC 3’ 
hCAF1v1 5’ GGACCTACATGACTTCTCAGG3’ 5’  - GACTGCTCCTTGGCTTCCTC -’3’ 
hCAF1v2 5’ GACCGTAGCTAGCCTAATT3’ 5’ TCCTCCCACACTGCTTGG 3’ 
28S 5’ GGTTGCCACTGGGGATCGAC3’ 5’ TCTTCTGGACTGCGCATGAG 3’ 
36B4 5’GTGTTCGACAATGGCAGCAT 3’  5’ GACACCCTCCAGGAAGCGA 3’ 
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 Supplementary Figures 
Supplementary Figure 1. MCF7 cells were transfected with control siRNA (sc) or with two 
siRNAs against hCAF1v1 and hCAF1v2. 72h after transfection, the cells were harvested and 
total RNA extracts were prepared. SYBR green real-time RT-PCR analysis was performed 
with primers specific for the transcripts of the indicated genes. Gene expression levels were 
normalized to internal controls 36B4 and shown as expression levels relative to expression 
levels in (sc) control cells (arbitrarily set to 1).  
Supplementary Figure 2. Coomassie blue staining of 5μg of GST alone, GST-hCAF1v1 and 
GST-hCAF1v2. 
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I. CCR4-NOT, nouveau coordinateur de la voie IFN/JAK/STAT1 
1) Une plateforme régulatrice de la voie JAK-STAT1 
L’étude présentée dans l’article 1 a permis de faire émerger un nouveau modèle dans lequel le 
complexe CCR4-NOT fonctionnerait comme un répresseur de la signalisation des IFN. En 
effet, nos résultats indiquent que hCAF1 interagit avec la forme cytoplasmisque de STAT1 et 
que l’invalidation de hCAF1 entraine la présence de STAT1 sur ses promoteurs cibles en 
absence de stimulation par l’IFN. En parallèle de ces observations, nous avons détecté une 
diminution importante de la phosphorylation de STAT1 lors d’une activation de la voie par 
les IFN de type I et II (article 1, figures 4A et Sup. 3A). Ces données suggèrent un rôle de 
hCAF1 à la fois dans la répression de STAT1 en absence d’IFN, et en même temps dans son 
processus d’activation par les kinases associées aux récepteurs à l’IFN. Cette observation se 
rapproche d’une étude récente menée chez la drosophile visant à mettre en évidence de 
nouveaux régulateurs de STAT92E, et dans laquelle la sous-unité Not4/CNOT4 de CCR4-
NOT a été identifiée comme un nouveau régulateur positive de la voie JAK/STAT (Grönholm 
et al., 2012). Il apparaît en effet que la surexpression de Not4/CNOT4 chez la drosophile et 
l’humain augmente l’activité transcriptionnelle de STAT92E et STAT1 respectivement, ceci 
s’accompagnant d’une interaction entre les deux protéines chez les deux espèces. Ces résultats 
laissent supposer que CCR4-NOT joue un rôle crucial au niveau du complexe multi-protéique 
formant le récepteur à l’IFN, à l’endroit même où l’activité de STAT1 est modulée. Plusieurs 
études ont démontré que le récepteur à l’IFN est la base d’une structure complexe qui fait 
l’objet d’un pré-assemblage constitutif nécessaire à l’activation de STAT1 (Krause et al., 
2006a, 2006b). L’association préalable et constitutive de JAK2 et STAT1 avec le récepteur 
IFNGR2 est ainsi requise pour une activation optimale de STAT1 lors d’une stimulation par 
l’IFN? (Krause et al., 2006a). Ces observations se rapprochent du modèle de « plateforme 
chaperonne » formulé par M.A. Collart (Collart and Timmers, 2004). Ce concept s’appuie sur 
l’ensemble des travaux décrivant le rôle du CCR4-NOT dans le recrutement et l’assemblage 
sur les ARNm de la machinerie de decapping et de dégradation des ARNm, mais également 
dans le contrôle de l’assemblage de complexes macromoléculaires tels que le protéasome. 
Dans son modèle, M.A. Collart suggère que l’association de CCR4-NOT avec le ribosome et 
les peptides naissants est à l’origine de cette activité chaperonne et que le complexe agirait tel 
un échafaudage facilitant l’assemblage des protéines néo-synthétisées (Collart and Panasenko, 
2012). De la même façon, CCR4-NOT pourrait réguler l’intégrité du complexe formant le 
Discussion des résultats et perspectives 
139
récepteur à l’IFN et contrôler la fonction de STAT1 afin de permettre son activation optimale 
(figure 29A). Il serait donc intéressant d’analyser le rôle de hCAF1 et de CCR4-NOT dans la 
régulation du complexe formé autour des récepteurs IFN, d’une part dans la régulation de son 
pré-assemblage et son intégrité à la membrane, d’autre part dans le contrôle de la transduction 
du signal qui en émerge. Des expériences d’interaction seront réalisées pour étudier le rôle de 
CCR4-NOT dans l’assemblage des récepteurs avec les kinases JAK et le facteur STAT1. Des 
résultats préliminaires et non publiés obtenus récemment indiquent l’existence d’une 
interaction entre hCAF1 et la kinase JAK2 via des analyses en « Proximity Ligation Assay ». 
Nous avons également réalisé des analyses en immunofluorescence qui suggèrent une co-
localisation partielle entre les protéines hCAF1 et JAK2 située au niveau de la membrane 
plasmique en absence de stimulation par l’IFN. 
2) CCR4-NOT et les modifications de STAT1 
Le facteur STAT1 représente le véritable effecteur de la cascade signalétique liée aux IFN. 
Notre étude révèle l’existence d’une interaction cytoplasmique entre hCAF1 et STAT1, et que 
l’invalidation de hCAF1 résulte en une activation de STAT1 de manière indépendante de sa 
phosphorylation. Il nous semble donc important d’étudier plus en profondeur les mécanismes 
moléculaires utilisés par hCAF1 pour inhiber l’activité de STAT1. 
Comme nous l’avons vu dans le chapitre 2.I.B.b, la cellule met en œuvre des mécanismes 
moléculaires extrêmement contrôlés afin de pouvoir réguler la réponse IFN. L’un de ces 
mécanismes met en jeu des modifications post-traductionnelles de STAT1, notamment 
l’acétylation, la sumoylation et la méthylation des arginines. En utilisant les populations 
cellulaires invalidées pour hCAF1 mises en place pendant ma thèse, il semble judicieux de se 
focaliser sur l’implication de hCAF1 dans l’orchestration des modifications de STAT1. 
L’équipe ayant montré que hCAF1 régule l’activité de l’arginine méthyl-transférase PRMT1, 
la méthylation de STAT1 s’avère être une cible pertinente. Dans ce sens, le domaine 
intracytoplasmique du récepteur à l’IFN de type I IFNAR a été identifié lors d’un criblage 
double-hybride comme un site d’ancrage pour l’enzyme PRMT1. Le groupe de M. Revel a en 
effet décrit PRMT1 comme un acteur essentiel à l’activation de la voie JAK/STAT1 en 
réponse à l’IFN (Abramovich et al., 1997; Altschuler et al., 1999). Ces données renforcent 
l’idée d’une implication de CCR4-NOT au niveau du complexe multi-protéique formé autour 
des récepteurs à l’IFN, potentiellement via la modulation de la méthylation de STAT1 par 
PRMT1. 
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D’autre part, nous pouvons imaginer un mécanisme dans lequel CCR4-NOT pourrait induire 
la polyubiquitylation de STAT1 et sa dégradation par le protéasome. Ainsi, l’inhibition de 
hCAF1 conduirait à la stabilisation de STAT1, lui permettant alors de transloquer dans le 
noyau pour activer certains de ces gènes cibles. Il serait donc intéressant d’analyser si hCAF1 
est capable de réguler la stabilité de la protéine STAT1. Ceci serait d’autant plus intéressant 
puisque comme nous l’avons précisé précédemment, la protéine NOT4 du complexe CCR4-
NOT est une E3 ubiquitine ligase. On pourrait donc imaginer un modèle dans lequel hCAF1 
interagit avec STAT1, permettant le recrutement de NOT4 afin d’ubiquitiner STAT1  
3) CCR4-NOT et l’accessibilité de STAT1 à la chromatine 
Nos résultats suggèrent un effet de la sous-unité hCAF1 dans le contrôle cytoplasmique de 
l’activité transcriptionnelle de STAT1. Dans les cellules où l’expression de hCAF1 est inhibée 
et en absence de traitement par les IFN, nous avons mis en évidence le recrutement constitutif 
de STAT1 au niveau des promoteurs de ses gènes cibles, associé à une hyperacétylation de 
l’histone H4 et une décondensation de la chromatine. De la levure jusqu’aux mammifères, 
CCR4-NOT a été impliqué dans les processus de régulation de la transcription et des 
modifications post-traductionnelles des histones. Dans notre étude, on ne peut exclure un rôle 
de hCAF1 dans le processus nucléaire de répression transcriptionnelle des gènes cibles de 
STAT1, soit via la régulation de l’environnement chromatinien modulant l’accessibilité de 
STAT1, soit en régulant le recrutement de complexes co-répresseurs (figure 29B). Nous 
avons cherché à comprendre si hCAF1 pouvait être un répresseur transcriptionnel de STAT1. 
Pour cela, nous avons réalisé des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 
dans les cellules MCF7 au cours de cinétiques d’activation par les IFN afin de déterminer si 
hCAF1 était capable de se lier au promoteur de STAT1. Nous n’avons toutefois pas détecté la 
présence de hCAF1 sur les régions promotrices de STAT1, ce qui ne signifie pas forcément 
que la protéine hCAF1 n’intervient pas dans la transcription de ce gène. Il est possible que 
hCAF1 ne se lie pas directement au niveau de l’ADN et que dans ce cas, la technique que 
nous utilisons ne soit pas suffisamment résolutive pour analyser son recrutement. Nous 
pourrions alors d’une part étudier d’éventuelles interactions de hCAF1 avec les cofacteurs de 
STAT1 tels que CBP/p300, MCM5 et BRCA1 et analyser leur présence au niveau du 
promoteur de STAT1 lorsque hCAF1 est exprimée ou non. D’autre part, il sera intéressant 
d’étudier l’implication de hCAF1 dans la régulation de l’accessibilité de STAT1 à l’ADN via
le remodelage de la chromatine au niveau de ses promoteurs cibles. Le laboratoire a décrit que 
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hCAF1 est un répresseur à l’échelle globale de la méthylation de l’arginine 3 de l’histone H4. 
Nous souhaitons donc utiliser des approches de ChIP pour analyser les profils épigénétiques 
au niveau des promoteurs cibles de STAT1 lors d’une stimulation par l’IFN en présence ou 
non de hCAF1. 
4) Régulation de l’immunité innée 
L’ensemble de ces données devrait fournir d’importantes indications concernant les fonctions 
de la protéine hCAF1 vis-à-vis de l’expression des gènes associés aux IFN et aussi, à plus 
grande échelle, de la régulation de l’immunité innée. Depuis quelques années, plusieurs 
études établies chez la drosophile et la plante Arabidopsis thaliana ont été publiées supposant 
Figure 29 : Modèle de régulation de la voie JAK/STAT1 par CCR4-NOT au niveau 
transcriptionnel. A) Régulation de l’activation de STAT1 au niveau du complexe multi-protéique 
formant le récepteur à l’IFN. Le complexe CCR4-NOT pourrait jouer le rôle d’une plateforme chaperonne 
qui régule négativement le facteur STAT1 en absence d’IFN, et positivement lors d’une stimulation. Ce 
rôle de chaperon peut potentiellement impliquer la régulation de l’activité de PRMT1. B) Modèle de 
régulation de l’accessibilité de STAT1 sur ses promoteurs cibles. Dans certaines conditions, STAT1 non 
phosphorylé est capable de migrer dans le noyau. Le complexe CCR4-NOT pourrait réguler la 
conformation chromatinienne des promoteurs ciblés par STAT1 en agissant notamment sur la méthylation 
de H4 dépendante de PRMT1 et le remodelage de la chromatine. 
 :  
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un lien entre la protéine CAF1 et l’expression des gènes de réponse aux infections 
microbiennes (Lauwers et al., 2009; Liang et al., 2009b; Sarowar et al., 2007). Dans ce 
contexte, la pertinence physiologique de nos résultats pourra être testée avec les souris Caf1-/- 
dans lesquelles des tests d’infections virales et microbiennes seront effectués pour vérifier 
cette hypothèse attractive d’un lien entre CAF1 et l’immunité innée. On pourrait imaginer que 
l’inhibition de la protéine hCAF1 permet une meilleure résistance des souris à une infection 
virale ou microbienne tout comme cela a pu être observé dans des souris invalidées pour le 
gène Pias1, qui code pour une protéine inhibitrice de STAT1 (B. Liu et al., 2004). 
5) Implication de hCAF1 dans la tumorigenèse  
Il apparaît crucial de développer un axe de recherche consistant à analyser l’implication de 
hCAF1 dans les mécanismes de transformation et d’échappement tumoral. En effet, STAT1 
est un suppresseur de tumeur dont la perte est fréquemment observée durant la progression 
des cancers mammaires. De même, les souris Stat1-/- développent spontanément des tumeurs 
mammaires œstrogéno-dépendantes dont le phénotype récapitule la biologie des cancers du 
sein ER?+ chez la femme (Chan et al., 2012). Il paraît donc important de vérifier la pertinence 
de notre modèle dans une approche directement liée à l’oncologie mammaire, afin de 
contribuer au développement de nouveaux marqueurs et outils thérapeutiques pour le 
traitement du cancer du sein. Une étude en immunohistochimie devrait être menée sur des 
tumeurs mammaires issues de patientes pour lesquelles les données pronostiques (y compris 
le statut hormonal) et évolutives (plus de 5 ans de suivi) sont enregistrées dans une base de 
données. Des anomalies d’expression, voire de localisation, de hCAF1 seront recherchées 
dans les tumeurs mammaires humaines, et si celles-ci sont associées à une perte de fonction 
de STAT1 dans ces cancers. Sur ces cohortes de tumeurs, l’interaction entre hCAF1 et 
STAT1 pourra être analysée in-situ en utilisant la technique de PLA (Proximity Ligation 
Assay), qui permet de détecter, de localiser et de quantifier une interaction aussi dans des 
échantillons tumoraux inclus en paraffine. Des analyses statistiques et des corrélations seront 
effectuées pour relier la localisation et la quantité des complexes hCAF1/STAT1 avec le statut 
des tumeurs.  
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II. Régulation post-transcriptionnelle de la réponse IFN  
1) CCR4-NOT et la stabilité des ARNm cibles de STAT1 
En parallèle du rôle de hCAF1 dans la régulation de l’activité transcriptionnelle de STAT1, nos 
résultats indiquent que l’inactivation de hCAF1 stabilise les transcrits cibles de STAT1 tels que 
Ifi27, Ifi6, et Ifitm1. Ainsi notre modèle implique l’existence d’un second degré de régulation de 
la voie des IFN par le complexe CCR4-NOT situé au niveau post-transcriptionnel. La magnitude 
et la durée de la réponse IFN doit être finement régulée car des activations anormales de la 
voie JAK/STAT sont associées à de nombreuses pathologies telles que le cancer ou les 
maladies immunitaires (Levy and Darnell, 2002). La cellule doit donc mettre en œuvre des 
mécanismes extrêmement contrôlés afin de pouvoir mettre fin à la réponse IFN. La sensibilité 
des ARN cibles de STAT1 à l’activité de hCAF1 suggère que la déadénylation par CCR4-
NOT joue un rôle important dans l’élimination de ces ARNm et favorise l’extinction de la 
réponse IFN. L’un des principaux axes à développer concernarait l’étude des déterminants de 
la stabilité post-transcriptionnelle des ARNm cibles de STAT1. De nombreux éléments 
déstabilisateurs tels que les ARE ont été identifiés dans les régions 3’UTR des ARNm codants 
pour les cytokines et notamment les IFN. Nous avons donc menées des analyses in silico à 
partir des séquences 3’UTR des gènes cibles de STAT1 surexprimés dans les cellules 
hCAF1kd. Cette étude n’a toutefois pas mis en évidence la présence de motifs connus dans ces 
ARNm, du moins pas dans leur région 3’UTR.  
De manière alternative, on peut supposer l’existence d’une augmentation de l’activité 
déadénylase intrinsèque de hCAF1 suite à l’expression IFN-dépendante d’activateurs tels que 
les facteurs BTG/TOB. Des données préliminaires obtenus récemment indiquent qu’une 
stimulation par l’IFN des cellules Hela active l’expression des gènes Btg1 et Btg2. Dans ce 
sens, il serait nécessaire de développer un système rapporteur permettant la quantification in 
cellulo de l’activité déadénylase intrinsèque associée à CCR4-NOT.  
2) Effet de STAT1 sur le destin de ces ARNm cibles  
La réponse IFN présente un caractère rapide et transitoire, défini par une forte activation 
transcriptionnelle, suivie d’une dégradation rapide des transcrits produits. Cette cinétique 
d’induction génique est caractéristique des gènes de réponse au stress évoqués dans le 
chapitre 1.II.A et dont l’étude a permis l’émergence du modèle de couplage 
synthèse/dégradation des ARNm. De manière intéressante, le seul élément partagé par tous les 
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gènes étudiés dans l’article 1 s’avère être le site de fixation de STAT1 dans leur promoteur. Il 
est par conséquent judicieux de spéculer que la stabilité des transcrits codés par ce groupe de 
gènes est directement sous le contrôle du promoteur et donc de STAT1. Le mécanisme 
d’expression des gènes cibles de STAT1 apparaît alors comme un modèle d’étude optimal 
pour analyser le phénomène de couplage chez l’humain. Des expériences utilisant un gène 
rapporteur placé sous le contrôle d’un promoteur minimal ou présentant un site de fixation 
pour STAT1 pourront être mises en œuvre pour mesurer en présence d’actinomycine D la 
demi-vie des transcrits produits par STAT1  
Cette hypothèse suggère également l’existence de marques déposées co-
transcriptionnellement sous le contrôle de STAT1. Il pourrait s’agir d’une RBP coordinatrice 
régulant préférentiellement le recrutement de CCR4-NOT dans le cytoplasme. Dans ce sens, 
les protéines BTG/TOB sont des candidats idéaux puisqu’ils sont exprimés lors de stress, sont 
détectés au niveau des promoteurs des gènes humains et activent la déadénylation des ARNm 
(Doidge et al., 2012; Passeri et al., 2006). De même, on peut également imaginer un rôle de 
STAT1 dans la déposition co-transcriptionnelle de membres du complexe CCR4-NOT qui 
favoriseront la déadénylation dans le cytoplasme. Un modèle similaire a été proposé par M.A. 
Collart dans une revue récente, suggérant que le module NOT3/NOT5 pourrait réguler la 
transcription, s’associer à l’ARNm de manière co-transcritptionnelle et ainsi recruter la 
machinerie de déadénylation dans le cytoplasme (Collart et al., 2013).  
Figure 30 : Modèle de régulation de la stabilité des transcrits cibles de STAT1. La fixation de STAT1 
sur ses promoteurs pourrait recruter une RBP qui en s’associant avec l’ARNm régulerait le destin 
cytoplasmique. Cette RBP putative pourrait permettre le recrutement du complexe CCR4-NOT sur les 
ARNm de réponse à l’IFN et induire leur déadénylation et leur dégradation rapide.
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III. Multiplicité fonctionnelle de CCR4-NOT 
En parallèle de nos travaux sur la signalisation de l’IFN, nous avons caractérisé pour 
la première fois l’existence d’une nouvelle protéine produite suite à l’épissage alternatif du 
gène humain hCaf1 : le facteur hCAF1v2. Bien que préliminaires, nos données indiquent une 
divergence fonctionnelle entre les isoformes hCAF1 puisque contrairement à hCAF1v1, le 
variant hCAF1v2 ne possède pas d’activité déadénylase intrinsèque, est majoritairement 
nucléaire et semble être davantage requis pour la réguler l’activité de l’enzyme PRMT1. 
L’existence de ces isoformes pourrait participer à l’origine de la multiplicité fonctionnelle 
associée à hCAF1 et au complexe CCR4-NOT. 
1) hCAF1v2 et le complexe CCR4-NOT 
De nombreuses études ont décrit que la sous-unité CAF1 s’associe à CNOT1 et permet de 
recruter CCR4, maintenant ainsi l’intégrité du module déadénylase au sein du complexe 
CCR4-NOT. Dans ce contexte, nous avons examiné la capacité de l’isoforme hCAF1v2 à 
s’associer aux protéines CNOT1 et CCR4. Les expériences de co-immunoprécipitation 
menées à partir de la sous-unité CNOT1, l’échafaudage structural de CCR4-NOT, suggèrent 
que hCAF1v2 est capable de s’associer au complexe. Néanmoins, les tests d’interaction en 
GST pulldown suggèrent une faible affinité de la protéine CCR4 pour hCAF1v2 en 
comparaison avec hCAF1v1. De par son absence d’activité déadénylase et sa faible affinité 
pour CCR4, l’isoforme hCAF1v2 pourrait ainsi, via son intégration dans le complexe CCR4-
NOT, agir tel un dominant négatif vis-à-vis de la fonction de hCAF1v1 au sein du module 
déadénylase. Par ailleurs, nos données soulèvent la question de la coexistence dans la cellule 
de plusieurs complexes CCR4-NOT distincts dans leur taille, leur composition, leur 
localisation et leur fonction. Chez la levure comme chez les mammifères, deux complexes de 
tailles différentes sont détectés en chromatographie sur gel filtration, une forme de 0,9-1,2 
MDa coexistant avec une version de 1,9-2 MDa (Gavin et al., 2002; Morel et al., 2003). De 
même, l’existence de différentes déadénylases suppose la présence de nombreuses 
combinaisons de CCR4-NOT dans la cellule mammifère (Lau et al., 2009). Il a en plus été 
décrit chez l’humain un complexe CCR4-NOT non conventionnel contenant des déadénylases 
spécifiques du noyau hCCR4d et hCAF1z, potentiellement impliqué dans la dégradation des 
ARN nucléaires aberrants (Wagner et al., 2007). De la même façon que l’existence de toutes 
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ces versions pourrait être à l’origine de la multiplicité fonctionnelle associée à CCR4-NOT, 
l’épissage alternatif du gène hCaf1 semble être une source importante de diversification 
fonctionnelle.  
Dans ce contexte, il apparaît essentiel d’identifier les partenaires de hCAF1v2. Il serait 
pertinent de mettre en place une stratégie de purification de hCAF1v2, via des approches de 
TAP-TAG (Tandem Affinity Purification) par exemple, suivie par une analyse des facteurs 
associées en spectrométrie de masse. Conduite de façon comparative avec hCAF1v1, cette 
étude devrait permettre de comprendre la fonction et la divergence des isoformes hCAF1 dans 
les cellules humaines. 
2) Les isoformes hCAF1 et la famille BTG/TOB 
Comme nous l’avons vu précédemment, les membres de la famille BTG/TOB sont des 
régulateurs importants de l’activité de hCAF1, notamment en permettant son recrutement sur 
les ARNm. Les protéines BTG/TOB possèdent des propriétés anti-prolifératrices et sont 
particulièrement exprimés lors de stress. De manière intéressante, leur capacité à réguler 
négativement la prolifération cellulaire dépend de leur association avec hCAF1 (Doidge et al., 
2012). Nos données de GST pull-down et de double-hybride in cellulo indiquent que 
l’isoforme hCAF1v2 n’est pas un partenaire des protéines BTG/TOB. Cette observation 
suggère que les 41 résidus présents dans hCAF1v1 et absent de la séquence de hCAF1v2 sont 
nécessaires à l’interaction avec les facteurs BTG/TOB. L’analyse cristallographique du 
complexe hCAF1-TOB publiée par le groupe de T. Yamamoto et F. Inagaki confirme nos 
résultats (figure 31) (Horiuchi et al., 2009). Dans ce contexte, on peut imaginer qu’une 
modulation de l’épissage alternatif du gène hCaf1 favorisant la production de hCAF1v2 aux 
dépens de hCAF1v1 pourrait court-circuiter l’activité anti-prolifératrice associée aux facteurs 
BTG/TOB. Il serait intéressant de tester cette hypothèse en quantifiant par RT-PCR 
quantitative l’expression des variants hCAF1 dans des échantillons issus de tumeurs afin 
d’observer d’éventuelles dérégulations de l’épissage du gène hCaf1 dans les cancers humains. 
En parallèle, l’étude des effets de la transfection stable de hCAF1v2 ou hCAF1v1 dans des 
lignées cellulaires murines Caf1-/- disponibles au laboratoire permettrait de mieux définir le 
rôle de chaque isoforme vis-à-vis de la croissance cellulaire dépendante des facteurs 
BTG/TOB. 
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3) Les isoformes hCAF1 et la méthylation des arginines
Nos résultats indiquent que les isoformes hCAF1 sont capables de réguler la méthylation des 
arginines via la modulation de l’enzyme PRMT1, et que hCAF1v2 présente davantage 
d’affinité pour PRMT1 que hCAF1v1. Etant donnée la fonction cruciale de PRMT1 dans les 
processus de modifications d’histones, d’épissage et d’export des ARNm, cette association 
pourrait être à la base de l’implication de CAF1 et CCR4-NOT dans les mécanismes 
nucléaires associés à l’expression génique. L’un des principaux axes de recherches à 
développer désormais consiste à définir précisément comment la modulation de la 
méthylation des arginines par les isoformes hCAF1 est susceptible d’influencer l’expression 
des gènes. 
(a) Implication dans l’initiation transcriptionnelle 
De la même façon que nous avons proposé d’étudier le rôle de hCAF1 dans la méthylation 
des histones régulant l’accessibilité du facteur STAT1 sur les promoteurs activés par l’IFN, il 
apparaît essentiel de comprendre si les protéines hCAF1, et notamment hCAF1v2, peuvent 
influencer de manière générale l’activation transcriptionnelle via la modulation de l’activité 
de PRMT1. L’initiation de la transcription dépendante des récepteurs nucléaires s’avère être 
directement contrôlée par la méthylation de H4 sur l’arginine 3 (Barrero and Malik, 2006; 
Wang et al., 2001). Nous souhaitons donc réaliser des essais transcriptionnels avec des 
plasmides utilisant le gène de la luciférase dont l’expression est sous le contrôle d’élément de 
réponse à des récepteurs nucléaires, en particulier le récepteur aux oestrogènes ER?. Cette 
Figure 31 : Structure cristallographique du complexe hCAF1-TOB. (Daprès Horiuchi et al., 2009) Les 41 
acides aminés C-terminaux de hCAF1v1 absents de hCAF1v2 sont illustrés en jaune via le logiciel Cn3D, 
indiquant leur importance dans l’interaction hCAF1v1-TOB
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construction sera transfectée en présence ou non des isoformes hCAF1 de façon à mesurer 
leur implication dans le processus transcriptionnel oestrogéno-dépendant. En parallèle, des 
expériences de ChIP ciblant les modifications d’histones seront réalisées sur des promoteurs 
de gènes régulés par ER? lors de cinétiques d’induction transcriptionnelle par les oestrogènes, 
en absence ou non des isoformes hCAF1. Cette approche devrait permettre de mieux cerner 
leur rôle dans la mise en place des profils épigénétiques nécessaires à l’initiation 
transcriptionnelle. 
(b) Implication dans l’épissage 
Les expériences d’immunomarquage réalisés préalablement au laboratoire ont démontré que 
hCAF1 et PRMT1 colocalisent dans des corps nucléaires appelés « splicing speckles » 
(Robin-Lespinasse et al., 2007). Cette localisation correspond vraisemblablement à celle 
obtenue dans l’article 2 lors de l’immunofluorescence de hCAF1v2. Les speckles sont des 
structures interchromatiniennes situées à proximité de sites de transcription hautement actifs : 
les fibrilles « périchromatinniennes ». Un modèle propose que ces structures soient des 
réservoirs de facteurs d’épissage depuis lesquels ces derniers seraient libérés vers des sites de 
transcription et d’épissage actifs suite à des modifications post-traductionnelles (Lamond and 
Spector, 2003). De ce fait, il n’est donc pas illogique de penser que la méthylation des 
arginines puisse intervenir dans la régulation de ce phénomène, d’autant plus que divers 
substrats de PRMT1 semblent être impliqués dans la régulation de l’épissage alternatif, tels 
que les facteurs hnRNP et SAM68. Dans ce sens, nous avons mis en évidence que les 
protéines hCAF1, particulièrement l’isoforme hCAF1v2, s’associent avec SAM68 et régulent 
sa méthylation par PRMT1. SAM68, protéine nucléaire appartenant à la famille des STAR 
(Signal Transduction and Activation RNA), est impliquée dans divers processus liés à l’ARN 
et notamment dans la régulation de l’épissage alternatif de façon dépendante de sa 
méthylation (Paronetto et al., 2007; Rajan et al., 2008). Ainsi ces résultats obtenus sur la 
régulation par hCAF1 de la méthylation PRMT1-dépendante de Sam68, permettent de 
proposer un modèle dans lequel cette méthylation serait impliquée dans le rôle de hCAF1 
dans l’épissage. Il serait donc intéressant d’étudier l’implication des protéines hCAF1 dans la 
régulation de ce processus, d’autant plus que le groupe de M. Timmers a déjà rapporté 
l’association de hCAF1 avec de nombreux facteurs d’épissage en spectrométrie de masse. 
(Lau et al., 2009) 
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De façon intéressante, nous avons d’ores et déjà pu observer dans l’équipe, par des 
expériences d’immunofluorescence, que l’inhibition transitoire de hCAF1v2 conduisait à une 
délocalisation de Sam68 qui devient alors majoritairement cytoplasmique. Nous souhaitons 
désormais étudier ses effets sur un minigène rapporteur CD44 placé sous le contrôle d’un 
promoteur minimal. Cette construction consiste à l’insertion de deux exons variables du gène 
humain CD44, v4 et v5 (avec leurs séquences introniques environnantes), dans un exon stable 
de la ?-globine. La transcription de ce minigène produit alors par épissage alternatif des ARN 
de différentes tailles facilement analysables par RT-PCR. On retrouve ainsi deux formes 
majeures, l’une contenant les deux exons (inclusion), l’autre aucun exon (exclusion) et une 
forme minoritaire contenant un des deux exons variables. Après cotransfection dans des 
cellules HeLa de ce minigène rapporteur avec les vecteurs d’expression codant pour les 
isoformes hCAF1, les différents produits d’épissage peuvent être analysés par RT-PCR et 
migration sur gel d’agarose puis quantifiés pour obtenir un ratio inclusion/exclusion. Ce test 
devrait permettre dans un premier temps de tester l’existence du rôle de hCAF1 dans 
l’épissage. Par la suite, ces résultats pourront être confirmés via des RT-PCR quantitatives sur 
les gènes dont l’épissage est directement sous le contrôle de SAM68 tels que Bcl-X (Paronetto 
et al., 2007). 
4) hCAF1 et le couplage synthèse/maturation des ARNm 
Comme il l’a été mentionné lors des rappels bibliographiques, les processus de transcription 
et de maturation des ARN ne sont pas des évènements séquentiels mais sont des processus 
concomitants. Deux modèles non exclusifs et compatibles ont été proposés pour comprendre 
les mécanismes qui interviennent dans ce couplage. D’une part, certains facteurs de 
transcription spécifiquement recrutés au niveau des régions promotrices vont intervenir durant 
toute l’élongation de la transcription et vont à ce moment là interagir avec divers facteurs de 
maturation des ARNm. Ces interactions vont alors moduler le devenir du futur transcrit et en 
particulier influencer l’épissage du transcrit produit (Cramer et al., 1997). D’autre part, la 
vitesse d’élongation de la polymérase peut affecter le choix du site d’épissage (Kadener et al., 
2001; Nogues et al., 2002). Or nous avons pu constater que les  protéines hCAF1 via la 
régulation de la méthylation des arginines peuvent potentiellement intervenir à la fois dans la 
régulation de la transcription mais également dans la régulation de l’épissage alternatif. Etant 
donné le rôle de hCAF1 dans la régulation de la méthylation de l’arginine 3 de l’histone H4, il 
serait particulièrement intéressant de comprendre si les protéines hCAF1 sont capables de 
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réguler l’épissage alternatif via la modulation de la vitesse d’élongation de la polymérase ou 
via des modifications de la chromatine.  
Un modèle de couplage synthèse/maturation a été proposé pour le coactivateur 
transcriptionnel thermogenique PGC-1. Ce co-facteur transcriptionnel, cible de PRMT1, 
s’avère être transféré sur le complexe d’élongation et requis pour le bon déroulement de la 
maturation permettant  l’assemblage du spliceosome et serait enfin exporté vers le cytoplasme 
avec les ARNm (Monsalve et al., 2000; Teyssier et al., 2005). Les protéines hCAF1 
pourraient de la même façon s’associer aux ARN lors de leur élongation pour réguler 
l’épissage et la maturation, puis rester dans la particule mRNP pour réguler l’export et induire 
ou non leur dégradation dans le cytoplasme en fonction de l’isoforme hCAF1 associé. Cette 
hypothèse est corroborée par de récents travaux chez la levure qui ont mis en évidence une 
implication du complexe CCR4-NOT dans la régulation de l’élongation de la transcription, 
puis du transport et de l’export des ARNm vers le cytoplasme (Kerr et al., 2011; Kruk et al., 
2011). Ce modèle de couplage synthèse/maturation vient renforcer le concept de coordination 
existant entre la transcription et la dégradation des ARNm, suggérant un nouveau modèle 
d’expression des gènes eucaryotes dans lequel toutes les étapes sont couplées les unes aux 
autres et où les protéines hCAF1 et le complexe CCR4-NOT semblent jouer un rôle 
important. 
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. Conclusion générale 
A la fois machinerie de synthèse, de maturation et de dégradation des ARNm, plateforme 
chaperonne et acteur du contrôle qualité des protéines, le complexe CCR4-NOT a été défini 
par J. C. Reese dans une revue récente comme le « control freak » de la cellule eucaryote. Ce 
terme issu du langage psychiatrique désigne habituellement un individu anxieux et maniaque, 
désireux de toujours tout contrôler dans son entourage. Dans ce contexte, il parait difficile de 
dessiner une image claire du rôle de CCR4-NOT dans le contrôle de l’expression génique tant 
il s’avère impliqué à tous les niveaux de l’expression d’un gène. Mon travail de thèse m’a 
permis d’explorer et d’étudier directement cette multiplicité fonctionnelle dans les cellules 
humaines. 
L’ensemble des résultats obtenus permettent de définir les protéines hCAF1 et le complexe 
CCR4-NOT comme des acteurs cruciaux de l’expression génique, via leur intégration à 
différents niveaux du cycle de régulation des ARNm eucaryotes. D’une part, les travaux 
présentés ont permis d’identifier le rôle essentiel du complexe CCR4-NOT dans le contrôle et 
la coordination de la voie IFN/STAT1. De façon innovante, cette voie pourra être utilisée 
comme un nouveau modèle d’étude pour explorer et disséquer la multiplicité fonctionnelle de 
CCR4-NOT dans les cellules humaines. Ce résultat est d’autant plus important que des 
dérégulations de la voie IFN/STAT1 sont observées dans de nombreuses pathologies telles 
que le cancer et les maladies immunitaires. D’autre part, nos recherches ont révélé que 
l’épissage alternatif du gène humain hCaf1 génère deux isoformes présentant une divergence 
fonctionnelle au niveau de l’activité déadénylase, de la localisation sub-cellulaire et de la 
méthylation des arginines. Ces résultats définissent un nouveau niveau de complexité associé 
aux fonctions du complexe CCR4-NOT. 
L’ensemble de ce travail aura contribué à améliorer nos connaissances de ce complexe et 
devrait participer à la construction d’un nouveau modèle unifié de la régulation génique, dans 
lequel CCR4-NOT coordonne l’ensemble des étapes du processus d’expression, et intégrant  
les nouveaux concepts de couplage entre synthèse, maturation et dégradation des ARNm.  
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De la synthèse des ARNm jusqu’à leur dégradation, le complexe CCR4-NOT est un 
régulateur essentiel de l’expression des gènes eucaryotes. CAF1 est une sous-unité catalytique 
qui joue un rôle central dans la fonction de ce complexe. La protéine humaine hCAF1 possède 
une activité déadénylase, régule la méthylation des arginines dépendante de PRMT1 et est un 
régulateur transcriptionnel des récepteurs nucléaires. Bien que l’ensemble des travaux publiés 
sur hCAF1 lui confère une place importante dans la régulation de l’expression des gènes, son 
mécanisme d’action et surtout les voies de signalisation qu’elle régule restent encore mal 
compris dans les cellules humaines. 
Lors de ce travail de thèse, nous avons mis en évidence une nouvelle fonction de la protéine 
hCAF1 comme régulateur de la voie des interférons via le contrôle du facteur de transcription 
STAT1 et la dégradation de ses ARNm cibles. L’identification de hCAF1 comme régulateur 
de l’activité de STAT1 et de la réponse aux interférons est très importante car des activations 
anormales de ces voies sont associées à de nombreuses pathologies telles que le cancer ou des 
maladies immunitaires. En parallèle, nous avons caractérisé un nouvel isoforme nommé 
hCAF1v2 produit par le gène humain Caf1 suite à un évènement d’épissage alternatif. Nos 
résultats indiquent que hCAF1v2 présente une divergence fonctionnelle vis-à-vis de hCAF1 
puisqu’elle ne possède pas d’activité déadénylase intrinsèque et s’avère requise pour la 
régulation de la méthylation des arginines via son interaction avec l’enzyme PRMT1. 
L’ensemble des résultats obtenus identifient une nouvelle voie de signalisation régulée par la 
protéine hCAF1 dans les cellules humaines et permettent de mieux comprendre l’implication 
du complexe CCR4-NOT dans les mécanismes de régulation de l’expression des gènes.  
Novel roles of CCR4-NOT complex in the control of eukaryotic gene expression 
The multi-subunit CCR4-NOT complex has been implicated in all aspects of the mRNA life 
cycle, from synthesis of mRNAs in the nucleus to their degradation in the cytoplasm. The 
CAF1 protein is a catalytic subunit which plays a central role inside the complex. Human 
CAF1 is a deadenylase, modulates arginine methylation, and is a transcriptional cofactor of 
several nuclear receptors. 
The main objective of the thesis was to elucidate the molecular mechanism of hCAF1-
mediated gene expression. We reported that hCAF1 is an important negative regulator of the 
interferon pathway and that hCAF1 is associated in the cytoplasm of resting cells with 
STAT1, a crucial transcription factor of this pathway. We found that hCAF1 participates in 
the extinction of the IFN signal via its deadenylase activity, by speeding up the degradation of 
some STAT1-induced mRNAs. Our findings are important because abnormal activations of 
this pathway are frequently associated with cancer and auto-immune diseases. In parallel, we 
characterized a novel isoform called hCAF1v2 produced by alternative splicing of the Caf1 
gene. We reported that hCAF1v2 displays divergent functions compared with hCAF1. In fact 
hCAF1v2 does not have a deadenylase activity and is preferentially associated with PRMT1 
to modulate arginine methylation. Altogether, our findings identify a new signalling pathway 
which is regulated by hCAF1, and reveal novel mechanisms utilized by the CCR4-NOT 
complex to control gene expression. 
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